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Resumo 
 
A resposta adaptativa ao H2O2 da levedura Saccharomyces cerevisiae, 
caracteriza-se por uma diminuição da difusão deste agente oxidante através da 
membrana plasmática, assim como várias alterações a nível da expressão génica, 
proteoma da membrana plasmática e constituição lipídica da mesma. Não sendo claro 
quais os principais factores que contribuem para as alterações da permeabilidade da 
membrana durante a adaptação, recentemente surgiu a hipótese de um possível 
aumento do número de jangadas lipídicas,  sendo que as mais rígidas serão menos 
permeáveis explicando assim a diminuição global de permeabilidade da membrana. 
Testando a importância de duas proteínas, Asc1p e Scs7p, na regulação da 
permeabilidade da membrana plasmática durante a adaptação ao H2O2 usando para 
tal propósito estirpes haplóides de Saccharomyces cerevisiae com os respectivos genes 
deletados, foram obtidos os seguintes resultados: (a) apenas as células scs7∆ têm uma 
constante de permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 diferente de wt; (b) a 
resposta adaptativa ao H2O2 das três estirpes estudadas é bastante rápida, ocorrendo 
diminuição na permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 aos 15 min de 
adaptação nas estirpes wt, asc1∆ e scs7∆; (c) a constante permeabilidade da 
membrana plasmática ao H2O2 para as células scs7∆ adaptadas não é 
significativamente diferente da das células wt não adaptadas; (d) adaptação ao H2O2 
aumenta a heterogeneidade dos microdomínios MCC  aos 15 min para as células scs7∆ 
e aos 30 min e 45 min para as células wt e scs7∆; (e) a adaptação provoca um aumento 
do número de domínios ordenados da membrana plasmática nas células scs7∆; f) 
Asc1p não tem um papel directo nas alterações da permeabilidade da membrana 
durante a adaptação. g) Nas células scs7∆, a ausência de esfíngolípidos com ácidos 
gordos α-hidroxilados parece tornar a membrana mais permeável ao H2O2. A ausência 
de α-hidroxilação parece facilitar a reorganização de jangadas lipídicas que ocorre na 
adaptação ao H2O2. Este trabalho veio não só reforçar o facto de ocorrer uma 
reorganização dos microdomínios da membrana plasmática em resposta à adaptação 
ao H2O2, como também  revelar o papel importante da α-hidroxilação na organização e 
função dos mesmos. 
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Palavras-chave: adaptação ao peróxido de hidrogénio (H2O2) ; permeabilidade da 
membrana plasmática; α-hidroxilação; microdomínios MCC; Can1-GFP
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Abstract 
 
The adaptation to hydrogen peroxide (H202) by Saccharomyces cerevisiae, is 
characterized by a decrease in diffusion of this oxidant trough plasma membrane, and 
also several alterations at genetic expression, lipid and protein composition of the 
plasma membrane. Recently, it has been suggested that this changes in membrane 
permeability were related to the raise of lipid rafts, that are characterized by high 
rigidity , explaining the global decrease of membrane permeability. 
By testing the relevance of 2 proteins, Asc1p and Scs7p, in the regulation of 
plasma membrane permeability during adaptation to H202, using haploid strains with 
the respective genes deleted, the obtained results were: a) only scs7∆ cells have a 
higher constant than wt ; b) all the strains rapidly adapted to H202  , occurring a 
decrease of permeability of plasma membrane after 15 min of exposition to this 
oxidant; c) the permeability constant of scs7∆ adapted cells is not statiscally different 
from non-adapted wt cells; d) during adaptation to H202 the heterogeneity of 
microdomains MCC was increased after 15 min in scs7∆ cells, and in wt cells just 
increased after 30 and 45 min.  e) adaptation to H202 caused an increase of ordered 
domains in plasma membrane in scs7∆ cells; f) Asc1p protein doesn´t have a direct role 
in the decreased permeability that occur at adaptation; g) The absence of sphingolipids 
with α-hydroxylated fatty acids in scs7∆ cells may be linked to the higher permeability 
of plasma membrane to H202. The absence of α-hydroxylation seems to help the 
microdomains reorganization during adaptation to H202, being also correlated to the 
decrease of permeability . 
As conclusion, the study of the adaptive response to H202 is a complex matter, 
nevertheless this work was important to strength the idea of reorganization of plasma 
membrane microdomains during adaptation to H202, such as to reveal a role of α-
hydroxylation in the organization and function of these domains.  
 
Keywords: H2O2 adaptation; plasma membrane permeability; α-hydroxylation;  
microdomains MCC; Can1p-GFP 
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Objectivos 
 
No âmbito da investigação do stress oxidativo em Saccharomyces cerevisiae e 
em células de mamífero, até recentemente, era assumido que o peróxido de 
hidrogénio (H2O2), o principal oxidante produzido nas células, se difundia livremente 
através das biomembranas, sendo assim posto de parte como alvo de estudo um 
possível papel relevante destas na resposta celular ao H2O2. Esta ideia generalizada foi 
posta em causa, ao se observar que as biomembranas actuavam como barreiras à 
difusão do H2O2, e que o H2O2 está envolvido em alterações das propriedades de 
permeabilidade das biomembranas, quer ao mesmo quer a outros compostos que por 
difusão passiva entram na célula, assumindo assim um papel regulatório. Com efeito, 
observou-se que na resposta adaptativa ao H2O2 em Saccharomyces cerevisiae, ocorre 
uma diminuição da permeabilidade da membrana plasmática em conjunto com o 
aumento da actividade dos enzimas que catalisam a remoção do H2O2 levando a um 
aumento do gradiente celular do H2O2 através da membrana plasmática que confere 
vantagem às células adaptadas. 
O mecanismo pelo qual o H2O2 leva a alterações da permeabilidade da 
membrana plasmática durante a adaptação não é conhecido, sabendo-se no entanto 
que ocorrem alterações na composição lipídica da membrana plasmática e nos níveis 
de diversas proteínas da fracção isolada da membrana plasmática. Assim, o objectivo 
principal deste trabalho insere-se então na tentativa de compreender o mecanismo 
molecular através do qual o H2O2 regula as propriedades da membrana plasmática 
nomeadamente a permeabilidade da mesma. Por forma a atingir os objectivos 
definidos, foram alvo de estudo 2 proteínas, a Asc1p e a Scs7p. Estudos efectuados 
previamente neste grupo de investigação mostraram que a proteína Asc1p, ortóloga 
da proteína RACK1 de mamífero, parte integrante da subunidade ribossomal 40S, e 
tendo como principal papel, a regulação da tradução proteica, apresenta uma indução 
do seu nível durante a adaptação ao H2O2 aquando da análise do proteoma da 
membrana plasmática. Também em condições de adaptação ao H2O2, observou-se a 
diminuição da quantidade do ácido 2-hidroxi-hexacosanoico (2-OH-C26:0) presente na 
membrana plasmática, suspeitando-se de uma diminuição da actividade do enzima 
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esfingolípido α-hidroxilase (Scs7p), que catalisa a hidroxilação de ácidos gordos de 
cadeia muito longa ligados a esfingolípidos. O objectivo deste estudo foi, portanto, 
testar, usando estirpes de Saccharomyces cerevisiae com os genes ASC1 ou SCS7 
deletados, a importância destas duas proteínas na regulação da permeabilidade da 
membrana plasmática durante a adaptação ao H2O2.
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Introdução 
 
Levedura como modelo biológico 
 
As leveduras são fungos unicelulares, pertencentes ao filo Ascomycete, tendo 
diversas aplicações industriais (suplementos alimentares, panificação, entre outras). 
Recentemente estes fungos revelaram-se um sistema modelo bastante vantajoso para 
investigação de fenómenos biológicos, tendo como principais características: o facto 
de possuírem várias semelhanças com seres eucariotas superiores (a nível dos seus 
organitos, macromoléculas, mecanismos básicos de replicação, divisão celular e 
metabolismo); fácil manipulação do seu DNA (relativamente fácil fazer knockout de 
genes e manter viabilidade), aliada a facto de já se ter sequenciado o seu genoma, o 
que permite uma fácil clonagem de genes e uso de técnicas de engenharia genética 
(Goffeau et al., 1996) o seu crescimento rápido (tempo médio de divisão de 90 min em 
meio líquido); um custo de manutenção e crescimento, comparativamente a outros 
sistemas biológicos bastantes mais baixo, e ainda o facto de ser não patogénico, não 
havendo factor de risco para o manipulador. Adicionalmente, são vários os genes de 
levedura que apresentam analogia a genes humanos, chegando mesmo a ocorrer 
complementação humano-levedura (Gershon and Gershon, 2000). 
 Dentro das várias espécies de leveduras usadas hoje em dia no âmbito da 
investigação, optou-se neste trabalho experimental por usar a espécie Saccharomyces 
cerevisae, tendo como grande vantagem a sua não patogenicidade, não requerendo 
por parte do manipulador cuidados extra. Esta levedura reproduz-se quer por 
gemulação (reprodução assexuada) quer por conjugação (reprodução sexuada). O seu 
crescimento, pressupõe a existência de aminoácidos essenciais às mesmas no meio, tal 
como uma fonte de carbono fermentável, tendo esta última um papel de relevo, uma 
vez que induz alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas. Sendo a glucose a 
fonte de carbono fermentável, observa-se um crescimento em 3 fases: uma fase inicial 
de adaptação (fase lag), em que não se observa crescimento celular, seguindo-se uma 
fase exponencial, em que por fermentação da glucose (via glicólise), as células saciam 
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as suas necessidades energéticas. A respiração anaeróbia observada é responsável 
pela acumulação de etanol, sendo este, via respiração aeróbia, usado na formação de 
ATP, correspondendo a nova fase do crescimento das leveduras (fase diáuxica), 
caracterizada por ocorrerem alterações fisiológicas, morfológicas e um crescimento 
mais demorado. Após consumirem o etanol disponível, as células entram em fase 
estacionária, não ocorrendo replicação. 
A nível genómico, Saccharomyces cerevisae apresenta um genoma pequeno, 
contendo numa célula haplóide cerca de 6000 genes em 16 cromossomas. Uma das 
particularidades de maior relevo nesta espécie, é a sua capacidade de obter células 
viáveis quer no estado haplóide quer diplóide, o que possibilita diversas aplicações 
genéticas, permitindo a obtenção de estirpes com mais que um gene mutado, ou 
estudar mutações em genes recessivos, situação que em outros modelos mais 
complexos é difícil de obter (Sherman, 2002). Apesar das vantagens referidas 
anteriormente, o facto deste sistema biológico ser amplamente usado para 
investigação (patologias humanas, stress oxidativo, transporte de lípidos, etc.), leva ao 
uso de várias estirpes de referência com diferenças biológicas óbvias entre si, 
traduzindo-se na obtenção de resultados díspares existentes na literatura, o que 
dificulta a percepção de diversos fenómenos biológicos, e o seu relacionamento com 
outros organismos (Swiecilo et al., 2000). 
 A S. cerevisiae torna-se assim, por todas as características mencionadas, um 
modelo biológico amplamente requisitado, fruto de uma organização celular que 
confere uma versatilidade experimental notável, assim como uma simplificação na 
obtenção de informações acerca de fenómenos biológicos vitais (ex. stress oxidativo, 
objecto de estudo neste trabalho) em eucariotas superiores. 
Espécies reactivas de oxigénio e stress oxidativo  
 
Todos os seres vivos que vivem num ambiente aeróbio, durante o seu 
metabolismo formam moléculas e radicais livres a partir do dioxigénio, conhecidas 
geralmente como espécies reactivas de oxigénio (ERO). Estas espécies químicas são 
geralmente altamente reactivas e capazes de danificar diversos constituintes celulares 
tais como o DNA, lípidos e proteínas, afectando a homeostase redox da célula 
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(Jamieson, 1998;Perrone et al., 2008). As ERO têm origem em processos metabólicos 
endógenos (ex: respiração, devido ao leakage de electrões existente na cadeia de 
transporte electrónico mitocondrial), mas também podem ser formadas através de 
exposição celular a radiações iónicas ou exposição a metais pesados existente no meio 
circundante. As espécies aeróbias podem ser confrontadas com situações de stress 
oxidativo, sempre que a concentração destas espécies reactivas de oxigénio exceda a 
capacidade antioxidante da célula, conduzindo a danos celulares (Sies, 1997).  
As principais espécies reactivas de oxigénio a serem produzidas num ambiente 
celular são: o peróxido de hidrogénio (H2O2), o radical hidroxilo (HO
●), e o radical 
superóxido (O2
●-), mas outras espécies reactivas tóxicas podem ser produzidas a partir 
da reacção entre as ERO e outros compostos (Temple et al., 2005). O radical 
superóxido O2
●-, pode ser formado na cadeia transportadora de electrões situada na 
membrana interna mitocondrial, sendo também formado durante o metabolismo 
microssomal. Este radical não é muito reactivo mas pode reagir directamente com 
algumas proteínas (Gardner and Fridovich, 1991). O H2O2 é produzido pela dismutação 
do O2
●- catalisada pelos superóxido dismutases, assim como na oxidação de ácidos 
gordos em peroxisomas (Aruoma et al., 2006). Contrariamente ao O2
●-, que devido à 
sua carga não atravessa membranas celulares, o H2O2 pode difundir-se através de 
membranas. O H2O2 apresenta uma baixa reactividade tendo sido proposto para este 
composto um papel na sinalização celular quando presente em baixas concentrações 
in vivo. No entanto, pode levar à formação in vivo do radical hidroxilo via reacção 
Fenton (equação 1): 
 
H2O2 + Fe
2+ → Fe2+ + HO● + HO- (Equação 1) 
 
O radical HO● formado é altamente reactivo, reagindo rápida e 
indiscriminadamente com metabolitos e macromoléculas, levando à formação de 
outros radicais. O peróxido de hidrogénio, devido a ser uma molécula pequena e sem 
carga é caracterizado como tendo capacidade de se difundir através das membranas 
biológicas, tendo algumas características como menor reactividade e maior tempo de 
vida comparativamente ao radical hidroxilo, características essas que lhe conferem 
preferência para sinalizações intra e intercelulares. 
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Para além das ERO, também se formam in vivo as espécies reactivas de azoto 
(ERN) destacando-se o radical óxido nítrico (●NO), que se forma a partir da arginina 
numa reacção catalisada pelos óxido nítrico sintases. O ●NO pode reagir com o radical 
superóxido levando à formação de outra espécie reactiva de azoto o peroxinitrito 
(ONOO-) que apresenta uma maior capacidade de reacção comparativamente ao H2O2 
a nível da oxidação de tióis e no dano infligido a certas proteínas. É então observável a 
formação de moléculas e radicais secundários, de reactividade variável a partir da 
acção dos ERO primários, tornando-se difícil identificar os principais processos pelo 
quais estas espécies reactivas de oxigénio infligem danos celulares (Schrader and 
Fahimi, 2006) . A ERO estudada neste trabalho é o H2O2. Apesar do H2O2, a principal 
ERO formada intracelularmente, ser um oxidante fraco, ele surge associado à oxidação 
de tióis levando à diminuição da razão GSH/GSSG, à inactivação de alguns enzimas e 
determinadas proteínas, associadas a produção e transporte de energia cujo centro 
activo seja rico em resíduos de cisteína ou que possuam resíduos de cisteína 
importantes para a sua função devido à oxidação dos grupos sulfidrilo (Grant, 2001). 
Um dos principais efeitos do H2O2 parece ser a carbonilação proteica, sendo os 
principais alvos de inactivação o 3-fosfato de gliceraldeído desidrogenase GAPDH, e 
enzimas mitocondriais como o piruvato desidrogenase. Algumas destas reacções 
químicas são específicas, e demonstram que esta espécie reactiva de oxigénio tem um 
comportamento dúplice, uma vez que o H2O2 surge também associado à sinalização de 
vários processos celulares (desenvolvimento celular, proliferação, morte celular, 
transdução de sinal) em plantas e mamíferos, não tendo apenas uma conotação 
negativa. É este comportamento duplo que leva a que os níveis de H2O2 sejam alvo de 
uma regulação bastante apertada, quer na sua produção, quer no seu 
transporte/distribuição, quer na sua remoção.  
Hoje em dia sabe-se que a difusão de H2O2 nas membranas celulares não 
ocorre de forma livre, podendo mesmo a sua passagem através da membrana ser 
regulada por alterações a nível da composição membranar (Antunes and Cadenas, 
2000). Esta regulação dependente de alterações da composição da membrana será 
posteriormente aprofundada. 
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Mecanismos de Defesa Antioxidante em S. cerevisiae 
 
Os organismos aeróbios desenvolveram mecanismos celulares antioxidantes 
bastante eficientes de forma a reduzir os níveis de ERO e controlar as suas 
concentrações para níveis fisiologicamente aceitáveis. Estas defesas constituem 
respostas celulares de complexidade variável, fruto da diversidade de ERO que podem 
ser geradas nas células, e actuam ao nível da desintoxicação, reparação dos danos 
infligidos ou a manutenção da homeostase de iões metálicos (ambiente redox 
intracelular) (Jamieson, 1998). 
Existem sistemas de defesa enzimáticos e não enzimáticos, responsáveis pela 
defesa dos constituintes celulares e pela manutenção do estado redox celular 
(Jamieson, 1998). 
 
Antioxidantes não-enzimáticos 
 
Os sistemas antioxidantes não enzimáticos são formados por pequenas 
moléculas hidrófilas ou hidrófobas, tendo como papel principal a remoção dos 
oxidantes existentes no meio, sendo oxidados pelos mesmos. Nos antioxidantes não 
enzimáticos incluem-se, o glutationo (GSH), a vitamina E e o ascorbato. O ascorbato 
quando suplementado ao meio de cultura em estirpes mutantes sem Cu,Zn-superóxido 
dismutase, promove o prolongamento dos tempos de vida dos mesmos (Krzepilko et 
al., 2004). A vitamina E actua como molécula antioxidante nas reacções em cadeia 
envolvidas na peroxidação lipídica captando radicais peroxilo. A sua forma solúvel - 
Trolox, provoca igualmente uma diminuição da concentração de H2O2 e O2
●-, levando a 
um aumento dos enzimas antioxidantes nas células de levedura(Raspor et al., 2005)  
Um dos principais e mais conhecidos sistemas de defesa desta classe é o GSH. 
Este tripéptido actua como um agente redox através do seu grupo sulfidrilo reduzindo 
oxidantes e produzindo glutationo oxidado (GSSG). Esta molécula é o scavenger redox 
mais abundante nas células, sendo o seu papel na homeostase redox celular de 
elevada importância. Em Saccharomyces cerevisiae, os genes envolvidos na biossíntese 
do glutationo foram identificados, sendo eles o GSH1 que codifica o y-glutamilcisteína 
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sintetase, e o GSH2 que codifica o glutationo sintetase. O gene GLR1, codifica o 
glutationo redutase, o enzima responsável pela reciclagem da forma persulfureto do 
glutationo (GSSG) a GSH, usando o poder redutor do NADPH proveniente da via dos 
fosfatos de pentose. Este enzima, foi considerado como um dos pilares na protecção 
antioxidante contra o H2O2, uma vez que em levedura mutações quer ao nível do GSH1 
(níveis de GSH sintetizado), quer no GLR1 (alterando a razão redox [GSH]/[GSSG]), 
levaram ao aparecimento de sensibilidade ao H2O2 (Stephen and Jamieson, 1996). 
Quando as leveduras estão em fase de crescimento exponencial em condições 
aeróbias a razão GSH/GSSG é muito elevada, indicando que grande parte do glutationo 
intracelular está maioritariamente sob a forma reduzida, sendo que a forma oxidada se 
encontra em quantidade pequena. No entanto, na presença de H2O2 as concentrações 
de GSSG e glutationo extracelular aumentam bastante, correspondendo a uma elevada 
diminuição do GSH intracelular. Para além de um papel primordial como scavenger, o 
GSH também é um substrato dos glutationo peroxidases. Adicionalmente, o GSH tem 
um papel importante na adaptação ao H2O2, comprovado pelo aumento de actividade 
de y-glutamilcisteína sintetase e glutationo redutase durante este processo (Inoue et 
al., 1995). Estudos efectuados demonstraram que as estirpes mutantes glr1∆ ou gsh1∆ 
contendo igualmente dupla mutação dos seus catalases (CTT1 e CTA1), apresentavam 
hipersensibilidade ao H2O2. Concordantemente também foi observado que a razão 
GSH/GSSG, indicador extremamente sensível da situação redox a nível intracelular, é 
alterado numa estirpe com os genes de ambos os catalases mutados. Torna-se assim 
claro a necessidade da existência do catalase aquando da ausência do sistema GSH 
numa situação de stress oxidativo, sendo que os seus papéis antioxidantes estão em 
parte sobrepostos (Grant et al., 1998).  
Antioxidantes Enzimáticos 
 
Existem vários sistemas enzimáticos de defesa antioxidante, com funções 
bioquímicas semelhantes, mas com localizações diferentes (citoplasma, mitocôndrio), 
podendo actuar paralelamente a nível da desintoxicação de ERO, quer por acções 
metabólicas específicas, quer através da reparação de proteínas oxidadas. A 
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compartimentação específica de certos sistemas enzimáticos pode mesmo levar à 
necessidade de serem duplicados. 
Um exemplo de um sistema de defesa enzimático são os superóxido 
dismutases (SOD), que catalisam a conversão do O2
•- a H2O2, necessitando para tal de 
iões metálicos redox activos. Em Saccharomyces cerevisiae são conhecidos dois SOD: 
um localizado no citoplasma, com Cu/Zn no centro activo (codificado pelo gene SOD1) , 
e outro localizado na matriz mitocondrial, tendo Mn no centro activo (codificado pelo 
gene SOD2) (Culotta et al., 2006). Estes dois superóxido dismutases vão então ser 
responsáveis pela desintoxicação do O2
•-gerado na cadeia respiratória mitocondrial, 
sendo que parte deste radical poderá difundir-se para o espaço intermembranar. 
Mutações a nível de SOD1 e SOD2 permitiram inferir informações acerca da relevância 
destes enzimas, concluindo-se que o Sod2p é essencial para a defesa contra O2
•- 
gerado a nível da cadeia respiratória no mitocôndrio, sendo hipersensível em situações 
de hiperoxia, não crescendo em condições aeróbias. No entanto, o Sod2p não 
desempenha um papel de defesa perante agentes oxidantes externos, sendo esse 
papel desempenhado por Sod1p, pois os mutantes sod1∆ apresentam 
hipersensibilidade a agentes oxidantes externos (Gershon and Gershon, 2000). 
Os catalases também assumem um papel relevante como sistema de defesa 
enzimático antioxidante. Em Saccharomyces cerevisiae, existem 2 catalases, o Cta1p 
que se localiza nos peroxisomas, e o Ctt1p que se localiza no citoplasma. Usando as 
propriedades redox do seu grupo heme associado ao polipéptido, catalisam a 
dismutação do H2O2 em água e oxigénio, sem a necessidade de haver um co-factor 
dador de electrões. O catalase Cta1p, estará supostamente envolvido na 
desintoxicação do H2O2 gerado pelo enzima acilo-CoA oxidase, durante a β-oxidação 
de ácidos gordos nos peroxisomas (Hiltunen et al., 2003) Estirpes mutadas nos genes 
codificantes dos dois catalases (CTA1 e CTT1), não demonstram qualquer alteração a 
nível da sensibilidade ao H2O2, ou qualquer limitação no crescimento exponencial em 
condições aeróbias relativamente à estirpe wild-type (wt), inferindo-se assim que os 
catalases não são essenciais na protecção contra o H2O2 (Izawa et al., 1996). No 
entanto, o duplo mutante cta1∆ctt1∆ apresenta hipersensibilidade ao H2O2 em fase 
estacionária, apontando assim para uma cooperação entre os dois catalases na 
protecção contra o H2O2 externo, nestas condições. A actividade enzimática dos 
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catalases aumenta quer na protecção ao H2O2 na fase estacionária, quer na resposta 
adaptativa ao H2O2, comparativamente ao seu nível na fase exponencial de 
crescimento (Izawa et al., 1996). Pode-se então especular acerca de uma redundância 
existente ao nível do mecanismo de desintoxicação, uma vez que apesar de ocorrerem 
delecções parciais do sistema de destoxificação, não se observam variações fenotípicas 
o que pode ser explicado por um fenómeno de complementação entre os sistemas 
antioxidantes. Esta especulação é sustentada pela observação de que estirpes mutadas 
nas suas catalases (catalase A; catalase T, ou ambas) não apresentam qualquer 
hipersensibilidade ao H2O2, mas se estas mutações ocorrerem em estirpes com o 
sistema GSH deletado tornam-se hipersensíveis ao H2O2, indicando portanto que os 
catalases desempenham um papel na protecção ao H2O2, na ausência do sistema GSH. 
Adicionalmente, a razão redox [GSH]/[GSSG] que providencia uma quantificação 
extremamente sensível do estado redox celular está diminui em estirpes em que os 
genes que codificam para ambos catalases foram deletados (Luikenhuis et al., 1998).  
A actividade dos SOD e catalases está em grande parte dependente das 
propriedades redox do grupo metálico associado ao enzima. Esta situação não 
acontece no caso dos restantes peroxidases, as quais reduzem peróxidos orgânicos e 
inorgânicos aos alcoóis correspondentes, e cuja catálise está dependente dos grupos 
sulfidrilo de resíduos de cisteína presentes no seu centro activo. Sendo assim, a 
actividade destes peroxidases requere um fornecedor de electrões para os grupos 
sulfidrilo. É com base neste fornecedor de electrões que se pode distinguir duas 
classes de peroxidases: Glutationo peroxidases (GPXs) que necessitam de GSH, e os 
Tiorredoxina peroxidases (TPXs), que usam tiorredoxinas como redutores. Na maioria 
das células existem 2 tipos principais de GPXs, os clássicos que são proteínas 
multiméricas, solúveis e catalisam a redução do H2O2 e outros hidroperóxidos 
orgânicos e inorgânicos, e os PHGPXs (do inglês Phospholipid Hydroperoxide 
Glutathione Peroxidases) que geralmente são proteínas monoméricas associadas a 
membranas e, contrariamente aos GPXs, capazes de catalisar a redução de 
hidroperóxidos de diacilofosfolípidos presentes nas membranas. Estes PHGPXs são 
considerados principais os enzimas na reparação da peroxidação dos lipídos 
membranares, um dos principais efeitos do stress oxidativo em células de mamífero 
(Schrader and Fahimi, 2006). No entanto, em Saccharomyces cerevisiae , a peroxidação 
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lipídica não é um factor importante, uma vez que os ácidos gordos presentes nestas 
células são apenas monoinsaturados, os quais são praticamente insensíveis à 
peroxidação (Kunimoto et al., 1981). 
Em S. cerevisiae foram inicialmente identificados três GPXs: Gpx1p, Gpx2p e 
Gpx3p. No entanto, mais tarde, por estudos de análise comparativa das suas 
sequências verificou-se que eram proteínas PHGPXs, capazes de reduzir 
hidroperóxidos de diacilofosfolípidos e hidroperóxidos de alquilo. Através de estudos 
com estirpes mutantes, observou-se que o Gpx3p é o que desempenha um papel mais 
importante, pois apresenta uma elevada actividade in vitro, e o mutante 
correspondente apresenta um fenótipo mais grave (Inoue et al., 1999). Também por 
análise das estirpes mutadas, apenas a estirpe gpx3∆ revelou uma elevada 
hipersensibilidade ao H2O2, conferindo assim um papel menos contributivo das GPX1 e 
GPX2 neste processo. Este gene GPX3 também desempenha um papel essencial como 
sensor e transdutor de sinal na resposta ao stress oxidativo causado pelo H2O2, através 
do factor de transcrição Yap1p, o principal regulador dos genes envolvidos na resposta 
a este tipo de stress. Os outros 2 genes (GPX1 e GPX2) são induzidos aquando na 
presença de agentes oxidantes (ex: H2O2). 
 Em S. cerevisiae, os tiorredoxina peroxidases (também conhecidos por 
peroxirredoxinas) têm como função reduzir peróxidos e o peroxinitrito, usando 
tiorredoxina como dador de electrões, embora outros redutores como o GSH também 
sejam importantes para a sua actividade. Adicionalmente, desempenham um papel 
importante a nível da redução de ligações persulfureto em proteínas(Carmel-Harel and 
Storz, 2000). Ao todo são cinco os PRXs identificados em S. cerevisiae, com localizações 
celulares distintas: citosólica (genes TSA1, TSA2, AHP1), mitocondrial (PRX1) e nuclear 
(DOT5) (Park et al., 2000) (quadro 1). Todos os 5 possuem actividade de tiorredoxina 
redutase, sendo que o Tsa1p é aquele que apresenta maior actividade. Os Tsa1p e 
Tsa2p também parecem ter actividade de peroxinitrito redutase. Alguns dos genes 
TPXs são fortemente induzidos por acção do H2O2 e outros hidroperóxidos, sendo as 
suas estirpes mutantes hipersensíveis a agentes oxidantes, sendo claro que haverá 
uma cooperatividade entre os genes no combate ao stress oxidativo gerado quer 
metabolicamente quer por factores externos (Wong et al., 2002;Ogusucu et al., 2007). 
O citocromo c peroxidase, codificado pelo gene CCP1, actua tal como os catalases no 
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catabolismo do H2O2, embora a sua acção esteja confinada à membrana interna do 
mitocôndrio. A nível intracelular estes dois enzimas são os principais responsáveis pela 
eliminação directa do H2O2 (Minard and McAlister-Henn, 2001). 
 
Quadro 1 – Peroxidases presentes em S. cerevisiae e a sua respectiva localização 
celular(Pedroso, 2008) 
Gene(s) Actividade enzimática Localização intracelular 
CTT1 
Catalase 
Citoplasma 
CTA1 Peroxisomas e Mitocôndrios 
CCP1 Citocromo c peroxidase Espaço intermembranar mitocondrial 
AHP1, TSA1 
Tiorredoxina peroxidase 
Citoplasma 
DOT5, TSA2 Núcleo 
PRX1 Mitocôndrios 
GPX1 
Hidroperóxido de 
fosfolípido GSH 
peroxidase 
-------------- 
GPX2 Citoplasma/núcleo 
GPX3 Intracelular 
 
Muitos dos equivalentes redutores existentes a nível celular (ex: NADPH), e que 
são necessários para alguns sistemas de defesa antioxidantes (manter o glutationo e 
tiorredoxina nas suas formas reduzidas) provêm dos enzimas da via dos fosfatos de 
pentose. Nesta via estão envolvidas vários enzimas : Transcetolase (TKL1), 5-fosfato de 
ribulose epimerase (RPE1), 6-fosfato de glucose desidrogenase (ZWF1) e 6-
fosfogluconato desidrogenase (GND1), sendo os dois últimos os principais enzimas 
responsáveis pela geração de NADPH (Minard and McAlister-Henn, 2001). As estirpes 
mutantes zwf1∆, tkl1∆, rpe1∆ e gnd1∆ demonstraram hipersensibilidade a vários 
oxidantes, incluíndo o H2O2, e não exibem um padrão fisiológico de adaptação quando 
tratadas com concentrações baixas de H2O2 (Izawa et al., 1998). A comparação de 
estirpes com mutações em enzimas envolvidos na manutenção de níveis de NADPH e 
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associados aos mecanismos tiol-dependentes, com estirpes com mutações em enzimas 
que catalisam a redução do H2O2, revelou que os primeiros enzimas têm uma maior 
preponderância na protecção contra o stress oxidativo (Minard and McAlister-Henn, 
2001) 
Adaptação ao H2O2 em Saccharomyces cerevisiae 
 
A capacidade de responder rapidamente a flutuações a várias condições de 
stress é importante para o fitness competitivo e sobrevivência celular. Torna-se então 
relevante estudar os mecanismos moleculares que são desencadeados e permitem às 
células adaptarem-se a novas condições (condições de stress), nomeadamente a nível 
da remodelação existente da expressão génica. Os processos biológicos que estão na 
base das respostas ao stress oxidativo têm sido estudados em levedura, 
designadamente S. cerevisiae. Mais concretamente, os estudos feitos com H2O2 em S. 
cerevisiae têm-se centrado nos danos celulares causados, mecanismos de reparação e 
remoção de ERO, a partir dos quais por razões já mencionadas poderão ser feitas 
extrapolações para sistemas mais complexos (Perrone et al., 2008). Perante uma 
situação de stress oxidativo a este agente oxidante foi observada a existência de uma 
resposta “adaptativa” ao H2O2 em células previamente expostas a uma dose sub-letal 
de H2O2 (ex. 0,2 mM), e posteriormente confrontadas com uma dose letal do mesmo 
oxidante (ex. 1 mM). Quando comparadas com um grupo de células que não foram 
previamente tratadas com a dose sub-letal, observa-se um aumento de sobrevivência 
relativamente ao grupo controlo, indicando que esta pré-exposição ao H2O2 
desencadeará vários processos moleculares que se traduzem numa maior resistência a 
posteriores exposições a doses letais (Branco et al., 2004). Estudos acerca desta 
resposta adaptativa, demonstraram uma clara dependência da síntese proteica 
(síntese de novo), reforçada pela observação de que células expostas a cicloheximida 
(inibidor da síntese de proteínas), vêm a sua adaptação ao H2O2 diminuída (Collinson 
and Dawes, 1992). Outros trabalhos experimentais, demonstraram a existência de uma 
resposta proteica geral, após a exposição ao H2O2 (dose sub-letal adaptativa), estando 
inerente a essa resposta alterações nos níveis de expressão de diversas proteínas de 
funções variadas, tais como proteínas de choque térmico, proteínas associadas a 
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scavenging de ERO, proteínas ligadas a reparação de danos moleculares, proteases, e 
enzimas ligados a metabolismo (Quadro 2)(Godon et al., 1998). Esta resposta proteica 
global é corroborada pela observação de que outros agentes causadores de stress, 
como o etanol, iões metálicos, ou choque térmico, apresentam várias proteínas em 
comum que têm a sua expressão alterada (Costa et al., 2002). Também foi observado 
neste estudo que a exposição ao H2O2 leva a uma repressão dos processos ligados à 
biossíntese proteica, assim como a uma indução de processos envolvidos na 
degradação proteica e na regeneração de poder redutor celular – NADPH (Godon et 
al., 1998). 
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Quadro 2- Resposta proteica global após exposição a uma dose adaptativa de H2O2. 
Adaptado de (Godon et al., 1998). A indução foi obtida a partir de doses de H2O2 entre 0,2 e 
0,8 mM durante 30 min, e os níveis de repressão foram atingidos por exposição a 0,4mM de 
H2O2 durante 30 min. As proteínas são identificadas pelo nome do respectivo gene. 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
 
Proteínas com propriedades antioxidantes 
CCP1      +                           Citocromo c peroxidase 
CTT1      +                          Catalase T 
GLR1      +                            Glutationo Redutase 
SOD1      +   Cu/Zn-SOD  
SOD2      +   Mn-SOD 
TRR1     +   Tiorredoxina Redutase 
TRX (1/2)     +   Tiorredoxina 1 ou 2 
TSA1      +  Tiorredoxina peroxidase 
GRX1      +   Glutarredoxina 1 
TSA2      +   Tiorredoxina peroxidase 
AHP1      +   Tiorredoxina peroxidase 
GRE2      +   Metilglioxal redutase dependente de 
NADPH 
 
Proteínas de choque térmico e chaperones 
CPR3      +   Ciclofilina 
DDR48      +   Resposta ao dano no DNA 
HSC82    -          Proteína de choque térmico 82 kDa 
HSP104      +                        Proteína de choque térmico 104 kDa 
HSP12      +         Proteína de choque térmico 12 kDa 
HSP26      +        Proteína de choque térmico 26 kDa 
HSP42      +         Proteína de choque térmico 42 kDa 
HSP82      +        Proteína de choque térmico 82 kDa 
PDI1      +   Proteína persulfureto isomerase 
SSA1      +   Proteína de choque térmico 
SSA2    -     Proteína de choque térmico 
SSA3      +                       Proteína de choque térmico 
Proteases 
CIM5      +   Subunidade do Proteossoma 
PRE1      +   Subunidade do Proteossoma 
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(cont.) 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
 
PRE3      +                  Subunidade do Proteossoma 
PRE5      +   Subunidade do Proteossoma 
PRE8      +   Subunidade do Proteossoma 
PRE9      +   Subunidade do Proteossoma 
PUP2      +   Subunidade do Proteossoma 
SCL1      +   Subunidade do Proteossoma 
UBA1      +   Enzima activador ubiquitina 
UB14      +  Ubiquitina 
HSP78      +   Protease mitocondrial 
PEP4      +   Protease vacuolar A(cont.) 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
Proteínas envolvidas na tradução proteica 
EFB1    -    Factor de elongação EF-1 
EFT1     -     Factor de elongação EF-2 
YEF3    -     Factor de elongação EF-3 
IF4B      +  Factor de iniciação elF4B 
TIF1    -     Factor de iniciação elF4A 
TIF51A    -     Factor de iniciação elF5A 
RPS5    -     Proteína ribossomal RPS5 
YST2      +   Proteína ribossomal 
RPA2    -     Proteína ribossomal acídica L44 
RPA0    -    Proteína ribossomal acídica A0 
RPL45    -    Proteína ribossomal acídica L45 
SSB1    -     Família das proteínas de choque térmico 
SSB2    -      Família das proteínas de choque térmico 
Proteínas não classificadas 
ATP2    -     ATP sintase 
BGL2      +   Glucanase 
CDC48      +   Família das ATPase 
DNM1      +   Proteína semelhante a dinamina 
OYE3      +   NADPH desidrogenase 
RNR4      +   Subunidade pequena da ribonucleótido 
redutase 
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(cont.) 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
OLA1      +   ATPase semelhante à proteína Humana 
OLA1 
TMA19    -     Proteína semelhante à TCTP 
TFS1      +   Supressor da mutação da cdc25 
YLR179C   -     Proteína de função desconhecida 
Enzimas do metabolismo dos glícidos 
Via dos fosfatos de pentose 
TAL1      +   Transaldolase 
TKL1    -    Transcetolase 
TKL2      +  Transcetolase 
ZWF1      +  Glucose 6-fosfato desidrogenase 
Glicólise 
ADH1    -     Álcool desidrogenase 
ALD5      +   Aldeído desidrogenase 
ALD6    -     Álcool desidrogenase 
ENO1      +  Enolase 
ENO2    -     Enolase 
GLK1      +   Glucocinase 
PDC1    -     Piruvato descarboxilase 
SEC 53    -     Fosfomanomutase 
TDH 2    -     Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 
TDH 3    -     Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 
Ciclo dos ácidos tricarboxílicos 
LPD1    -    Di-hidrolipoamida desidrogenase(cont.) 
MDH1    -    Malato desidrogenase 
PDB1    -    Piruvato desidrogenase 
Metabolismo glicerol 
DAK1      +   Di-hidroxiacetona cinase 
GPD1      +   Fosfato glicerol desidrogenase 
GPP1    -     Fosfato glicerol fosfatase 
GPP2      +   Fosfato glicerol fosfatase 
YBR149W     +   Glicerol desidrogenase 
Síntese trealose 
PGM2      +   Fosfoglucomutase 
TPS1      +  6-fosfato de trealose sintase 
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(cont.) 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
UGP1      +   UDP-Glucose pirofosforilase 
Enzimas do metabolismo de aminoácido, enxofre e purinas 
Metabolismo Enxofre 
CYS3      +   Cistationina liase 
MET6    -     Metionina sintase 
SAM1    -     S-adenosilmetionina sintetase 1 
SAM2    -     S-adenosilmetionina sintetase 2 
Via das poliaminas 
SPE2B    -     S-adenosilmetionina descarboxilase 
SPE3    -     Espermidina sintase 
Metabolismo aminoácidos 
ARG1      +   Arginosuccinato sintase 
ARO4      +   DAHP sintase 
CPA2      +  Fosfato de carbamilo sintase 
GDH1    -     Glutamato desidrogenase 
HIS4      +   AMP ciclo-hidrolase 
ILV2    -     Acetolactato sintase 
ILV2      +   Acetolactato sintase 
ILV3    -     Di-hidroxiácido desidratase 
ILV5    -     Aceto-hidroxiácido redutoisomerase 
LYS20      +   Homocitrato sintase 
LYS9    -     Sacaropina desidrogenase 
SHMT2    -     Serina hidroximetiltransferase 
Síntese purinas e pirimidinas 
GUA1    -     GMP sintetase 
ADE3    -     C1- tetra-hidrofolato sintase 
ADE6    -     5'-fosforibosilformilglicinamidina sintase 
ADE57    -     Fosforibosilamina-glicina ligase 
URA1    -     Di-hidrourotato desidrogenase 
Proteínas regulatórias 
CDC37      +  Regulador de cinases 
MPR1      +   Metaloprotease 
Função desconhecida 
PST2      +   Proteína dependente do Yap1p 
PNC1      +  Nicotinamidase 
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(cont.) 
Gene                  Repressão               Indução                  Função da Proteína 
 
SBA1      +   Proteína Co-chaperone 
REH1      +   Proteína com domínio dedo de zinco 
YNL134C     +   Função desconhecida 
GOR1      +   Glioxalato Redutase 
 
 
Para além das proteínas, também as alterações nos níveis de mRNA na resposta 
adaptativa ao H2O2 têm sido estudados, recorrendo ao uso de microchips de DNA e de 
técnicas genómicas avançadas. Estes estudos revelaram uma alteração em larga escala 
de muitos genes, chegando a envolver um terço do genoma, dos quais cerca de 500 
estão envolvidos na resposta global a vários eventos de stress, de fontes causadoras 
distintas (ex. stress térmico e osmótico) (Gasch et al., 2000;Causton et al., 2001). 
Destes 500 genes associados à resposta global, são induzidos aqueles com funções 
associadas ao metabolismo de glícidos, resposta ao stress celular, e geração de energia 
(via glicólise). O conjunto de genes reprimidos é dominado por genes ligados à 
tradução e síntese proteica (Godon et al., 1998).  
Ao observar-se o padrão de expressão genómica das células de levedura, em 
diversas condições de stress, demonstrou-se que o padrão de expressão é bastante 
idêntico entre a resposta ao H2O2 e à menadiona, apesar de ambos gerarem no interior 
das células diferentes espécies reactivas de oxigénio (Gasch et al., 2000). A resposta a 
estes dois agentes caracteriza-se por uma forte indução de genes ligados à 
desintoxicação de EROs (SODs e glutationo peroxidases) assim como de genes 
envolvidos em reacções de oxidação-redução no interior da célula, como são o caso da 
tiorredoxina, glutarredoxina, entre outros. No entanto estes resultados foram obtidos 
num estudo envolvendo a utilização de uma dose bolus de H2O2 e, neste caso, a 
resposta obtida envolve muitos mais genes devido quer a própria resposta ao stress 
oxidativo quer à elevada alteração do estado redox da célula. Os resultados obtidos 
tornam-se mais inespecíficos desta forma fruto de haver uma junção de respostas 
diferentes. As condições experimentais usadas neste trabalho envolvem o uso de uma 
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dose sub-letal de 150 µM de H2O2 em estado estacionário, e não a aplicação de doses 
bolus de H2O2. Analisando os microarrays obtidos nestas condições experimentais, 
observaram-se alterações significativas na expressão de um total de 385 genes 
diferentes ao longo dos 90 min de adaptação ao H2O2, correspondendo a 6% do total 
de genes existentes no genoma de S. cerevisiae (Pedroso, 2008). Comparativamente ao 
ensaio com uma dose bolus de H2O2 0,4 mM no qual um terço do genoma de S. 
cerevisiae foi alterado, os 6% obtidos devem-se à baixa dose de H2O2 (150 µM em 
estado estacionário) usada, assim como à maior especificidade da resposta celular ao 
H2O2 (Pedroso, 2008) . Nos primeiros 15 min de adaptação a H2O2 150 µM em estado 
estacionário ocorreram alterações dos níveis de mRNA em mais de 300 genes, 
sucedendo-se uma diminuição progressiva ao longo do tempo de adaptação do 
número de genes cuja expressão se encontrava alterada, encontrando-se aos 90 min 
de adaptação apenas 16 genes com a expressão alterada. Existe assim inicialmente, 
uma resposta transitória rápida na presença de H2O2, concordante com outros 
trabalhos experimentais nos quais se observou a existência desta mesma resposta 
transitória após 10 min de tratamento com 0,32 mM de H2O2 em estado estacionário, 
diminuindo rapidamente de intensidade à medida que o tempo de exposição ao H2O2 
aumenta (Gasch et al., 2000).. Também foi evidenciada na análise dos microarrays uma 
resposta bifásica por parte das células de S. cerevisiae adaptadas ao H2O2, existindo 
dois pontos onde ocorre uma elevada repressão génica (aos 15 e 60 min de adaptação 
ao H2O2) sendo a razão entre genes reprimidos e induzidos é de aproximadamente 1 
(Pedroso, 2008).  
Ao nível transcricional, a resposta específica a fenómenos de stress oxidativo, é 
controlada por 2 factores essenciais, Yap1p e Skn7p, sendo também tido em conta o 
factor Msn2/4 que, apesar de ter um papel essencial na resposta global a ambiente de 
stress, também está implicado na resposta ao stress oxidativo(Lee et al., 1999). Os 
mutantes msn2Δmsn4Δ são hipersensíveis ao H2O2; no entanto, a resposta 
adaptativa não é comprometida nos mesmos (Hasan et al., 2002). O Yap1p e Skn7p 
participam de forma cooperativa na resposta ao H2O2, em que Skn7p é requerido 
para a indução de várias proteínas associadas ao sistema TRX, mas não está implicado 
na indução de proteínas ligadas quer ao sistema de defesa GSH quer a proteínas da via 
dos fosfatos de pentose. Por sua vez o factor Yap1p é essencial para todas estas 
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proteínas e mecanismos mencionados (Lee et al., 1999). Em S. cerevisiae, a proteína 
Skn7 tem um local de ligação ao DNA homólogo ao factor de choque térmico Hsp1p, 
estando claramente descrita a cooperatividade entre estes dois factores na indução de 
genes de choque térmico perante condições de stress oxidativo (Raitt et al., 2000). Na 
zona C-terminal da proteína Skn7, existe uma zona homóloga a um domínio receptor 
de duas proteínas de sinalização existentes em bactérias, corroborando assim o papel 
deste factor como parte efectora de um sistema de sinalização de duas componentes. 
O Skn7p em S. cerevisiae está ligado a diversos processos celulares, como o controlo 
da síntese de parede celular, o ciclo celular e o stress hipo-osmótico, isto para além do 
já referido envolvimento na resposta específica ao stress oxidativo. Vários fungos 
contendo este factor de transcrição, também mostram o seu envolvimento em 
processos similares (Moye-Rowley, 2003). No entanto, ainda permanecem vários 
detalhes por esclarecer no que concerne à função bioquímica e fisiológica deste factor. 
No que diz respeito à resposta adaptativa ao H2O2, o factor de transcrição 
Yap1p é o regulador principal das defesas antioxidantes e, adicionalmente, o próprio 
factor em si é um exemplo da importância da regulação redox ao nível de resíduos de 
cisteína nas proteínas. As vias de regulação mediadas por Yap1p presentes na resposta 
adaptativa ao stress oxidativo são activadas por mecanismos sensores do estado 
redox, detectando alterações no balanço redox intracelular causada por EROs e tióis 
oxidados. Estes mecanismos sensoriais involvem a presença de resíduos de cisteína 
sensíveis ao estado redox que rapidamente percepcionam e traduzem sinais de stress 
de modo a activar proteínas reguladoras. Esta transdução de sinal frequentemente 
caracteriza-se por alterações conformacionais de proteínas, despoletadas por 
formação reversível de ligações persulfureto. Não é apenas o Yap1p que é regulado 
por este mecanismo sensorial, sendo também activadas outras proteínas reguladoras 
como factores de transcrição e fosfatases de tirosina. Este mecanismo sensor do 
estado redox e sua sinalização, também é observado num modelo procariota, o E.coli, 
onde se destacam dois factores de transcrição OxyR e SoxR, que percepcionam o 
equilíbrio redox e regulam a resposta a hidroperóxidos e ao radical superóxido 
respectivamente (Zheng et al., 1999). O Yap1p é uma leucine-zipper (bZip) e é o 
principal regulador na resposta a oxidantes em S. cerevisiae, controlando a expressão 
de vários genes que codificam defesas antioxidantes e componentes da via de redução 
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de tióis. Yap1p liga-se especificamente a zonas denominadas YRE (Yap1 Recognition 
Element), que estão presentes nos promotores de diversos genes(Moye-Rowley, 
2002). Para além do seu papel determinante na resposta ao stress oxidativo, o Yap1p 
também é essencial na resposta a xenobióticos e metais, sendo igualmente activado 
por hidroperóxidos, por cádmio (Vido et al., 2001), selénio, mercúrio (Westwater et al., 
2002) ou até pela radiação ionizante. Perante exposição a oxidantes o factor de 
transcrição Yap1p é activado por um mecanismo que actua sobre a localização 
subcelular da proteína, regulando a sua exportação do núcleo. Em situações 
fisiológicas normais sem stress, o Yap1p tem uma localização citoplasmática devido à 
rápida exportação núcleo-citoplasma despoletada pelo receptor de exportação nuclear 
Crm1 (Yan et al., 1998). A diamida e certos hidroperóxidos inibem a exportação de 
Yap1p para o citoplasma, ocorrendo uma acumulação no núcleo. Esta reacção ocorre 
devido à disrupção da ligação Yap1p-Crm1, que é causada pela alteração do sinal de 
exportação nuclear de Yap1p – NES (sensível ao estado redox).  
Uma característica de enorme importância no Yap1p é o facto de possuir dois 
domínios ricos em cisteína em cada zona terminal, contendo na zona N-terminal e C-
terminal CRDs (Cysteine-Rich Domains), e um domínio rico em resíduos de leucina 
associado ao CRD da zona C-terminal. A regulação redox destes domínios ricos em 
resíduos de cisteína desempenha um papel crucial na actividade de Yap1p em 
situações de stress oxidativo (Gulshan et al., 2005). Este factor pode ser activado por 
dois mecanismos alternativos, envolvendo os dois centros sensíveis ao estado redox 
presentes no regulador. Quando em presença de EROs (radical superóxido e 
hidroperóxidos) ambos os centros C-CRD e N-CRD são necessários, ao passo que em 
presença de químicos que reagem com tióis (electrófilos e catiões metálicos pesados 
divalentes) apenas é necessário o C-CRD.  
Estirpes em que o gene YAP1 está deletado demonstram redução da actividade 
de vários enzimas com capacidade antioxidante tais como os SODs e glutationo 
redutase entre outros, tendo como consequência um decréscimo bastante acentuado 
na resposta adaptativa ao H2O2 e reforçando a evidência de que este factor de 
transcrição afecta a transcrição de vários genes envolvidos nesta resposta. No entanto, 
nestes mutantes, a resposta adaptativa apesar de baixa, é reprodutível, implicando a 
existência de factores de transcrição adicionais (Gershon and Gershon, 2000) . 
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Também foi demonstrado o envolvimento do enzima Gpx3p e da tiorredoxina a nível 
da oxidação e redução dos resíduos de cisteína do Yap1p, implicando ambas as 
proteínas não só na reparação de danos causados pelo stress oxidativo nas células, 
mas também em funções de sinalização (Delaunay et al., 2002). 
Torna-se então fundamental para os organismos aeróbios, produzirem de 
forma controlada ERO´s de modo a atingir os níveis necessários para as vias de 
sinalização, mas evitando a produção excessiva que levará a efeitos tóxicos, capazes de 
gerar stress oxidativo. É de notar que este interesse pelo stress oxidativo advém da sua 
associação a patologias humanas, tais como artereosclerose, hipertensão, fibrose 
quística, cancro, diabetes tipo II e algumas doenças neurodegenerativas como 
Parkinson e Alzheimer. Para além destas doenças, recentes descobertas apontam para 
a importância do stress oxidativo no processo de envelhecimento(Droge, 2005), assim 
como o papel crucial que as ERO desempenham como mediadores em vias de 
sinalização de sinal inerentes a processos celulares vitais (ex: crescimento celular).  
 
Estado estacionário de H2O2 – um modelo mais fisiológico de exposição 
das células ao H2O2 
 
Nas células, o H2O2 é a ERO cuja concentração fisiológica se encontra em maior 
quantidade, para além de caracterizar-se como a espécie reactiva de oxigénio mais 
estável comparativamente a outras espécies(Antunes and Cadenas, 2000), levando 
assim a que muitos dos estudos em torno do stress oxidativo tenham por base a 
utilização do H2O2. São então feitas inúmeras abordagens em sistemas biológicos, 
procurando simular as condições in vivo de exposição ao H2O2 incluindo situações de 
stress oxidativo, pois só assim se poderão obter respostas fisiologicamente relevantes. 
No entanto, grande parte das abordagens usadas na indução de stress ou adaptação 
ao H2O2, baseia-se na adição às células deste agente oxidante numa determinada 
concentração desejada sob a forma de bolus. Esta abordagem experimental não será a 
mais correcta do ponto de vista de simulação de condições reais in vivo, isto porque ao 
ser adicionada a dose bolus de H2O2, este é consumido pelas células, sem haver 
qualquer fonte de produção do mesmo presente na cultura, resultando numa 
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concentração decrescente deste agente oxidante ao longo do tempo de 
experiência(Antunes and Cadenas, 2001). Isto não está de acordo com a geração in 
vivo de H2O2, que é caracterizada por uma situação de estado estacionário, em que 
ocorre produção contínua de H2O2 e, simultaneamente, a sua degradação levada a 
cabo por peroxidases, situação em nada semelhante a uma situação de adição bolus. 
Para além desta desvantagem, o facto de na adição bolus, a concentração do agente 
oxidante ser continuamente decrescente, leva a que haja frequentemente necessidade 
de adicionar doses iniciais de H2O2 bastante elevadas para que se possam observar os 
efeitos celulares que se pretende estudar. Estas doses iniciais elevadas poderão 
provocar uma rápida oxidação intracelular, excedendo a capacidade antioxidante da 
célula, e consequentemente não se poderão inferir respostas relevantes do ponto de 
vista fisiológico do fenómeno em estudo. É então crucial usar um sistema em estado 
estacionário de H2O2, por forma a obter respostas fisiologicamente relevantes. Este 
estado estacionário é obtido ao adicionar-se ao meio de cultura uma fonte geradora 
de H2O2 que compense o consumo levado a cabo pelas células, obtendo-se assim uma 
concentração constante ao longo do tempo (Fig.1). Para fonte geradora de H2O2 é 
usado o enzima glucose oxidase, que usa como substrato a glucose presente em 
excesso no meio de cultura(Antunes and Cadenas, 2001). 
 
 
                                
Fig. 1- Geração de um estado estacionário de H2O2. O glucose oxidase produz H2O2 a uma 
velocidade constante ao longo do tempo, enquanto que as células o consomem, exibindo uma 
cinética de primeira ordem. 
Este modelo de estado estacionário permite assim uma maior aproximação às 
condições fisiológicas sem por em risco os constituintes celulares, situação provocada 
por método da adição em bolus. Adicionalmente esta aproximação experimental 
também permite regular a concentração desejada, podendo assim aprofundar com 
mais rigor as concentrações de H2O2 a partir das quais se observam determinados 
v2 v1=k[H2O2][H2O2]
Produção de H2O2 pelo 
enzima glucose oxidase
Consumo de H2O2
pela célula
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fenómenos biológicos, obtendo-se um padrão de respostas biológicas induzidas por 
H2O2 para as diversas concentrações estudadas. Em alguns modelos biológicos foi 
observado que doses distintas de H2O2 resultam em respostas celulares diferentes no 
que diz respeito aos mecanismos de sinalização desencadeados, como é o caso de 
S.pombe (Vivancos et al., 2006) . No entanto, em S. cerevisiae, o modelo biológico 
usado neste trabalho, ainda não foi observada qualquer alteração da resposta celular 
em função de diferentes concentrações de H2O2 aplicadas. 
 
A Membrana Plasmática enquanto barreira fisiológica à entrada de 
H2O2 
 
 A membrana plasmática é constituída por uma bicamada lipídica heterogénea e 
assimétrica contendo aproximadamente 7,5nm de espessura (van der Rest et al., 
1995). Contem uma mistura de lípidos polares e proteínas cuja interacção entre si é 
responsável pela organização estrutural da mesma. As proteínas existentes têm uma 
distribuição variada podendo ser ou não integrais, desempenhando variadas funções 
de relevo como transporte de solutos, transdução de sinal e ancoragem ao citosol 
entre outras (van der Rest et al., 1995). A nível da sua composição lipídica (Fig.2), 
ocorre uma grande heterogeneidade fruto da diversidade e tamanho dos lípidos 
existentes. As principais classes de lípidos presentes são os glicerofosfolípidos, os 
esfingolípidos e os esteróis. 
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Fig.2- Composição lipídica da membrana plasmática de S. cerevisiae. Adaptado de (van der 
Rest et al., 1995). 
A composição lipídica da membrana plasmática é então complexa, estando 
igualmente sobre forte regulação, sugerindo que os lípidos poderão ter um papel 
importante na actividade das proteínas presentes na membrana. Como exemplo, 
temos o caso dos lípidos anulares, ou seja, aqueles que estão em contacto directo com 
as proteínas, e terão uma função estabilizadora das mesmas, ajudando-as a obter a 
sua conformação funcional (van der Rest et al., 1995)  
 Entre os principais componentes das biomembranas encontram-se os 
fosfolípidos, que se podem dividir em dois grandes grupos diferentes estruturalmente 
mas com igual relevo na membrana plasmática: glicerofosfolípidos e os esfingolípidos. 
Os glicerofosfolípidos encontram-se assimetricamente distribuídos, sendo a camada 
Ergosterol
Cardiolipina
Fosfatidilinositol
Fosfatidilglicerol
Fosfatidilserina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina
Ácido Fosfatidico
Esfingolípidos
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interna da membrana mais rica em fosfatidilinositol, fosfatidilserina e 
fosfatidiletanolamina, ao passo que a membrana externa é rica em fosfatidilcolina(van 
der Rest et al., 1995). Para além destes fosfolípidos mencionados, estão também 
presentes em S. cerevisiae, o ácido fosfatídico e o fosfatidilglicerol. Um dos principais 
papéis dos fosfolípidos passa pela regulação da actividade das proteínas membranares, 
uma vez que diferentes proteínas membranares exigem diferentes ambientes lipídicos 
em seu redor, sendo assim a sua actividade regulada pela composição e distribuição 
dos fosfolípidos na membrana. Adicionalmente os fosfolípidos também podem alterar 
a fluidez membranar, ora através dos ácidos gordos esterificados com o glicerol, ora 
através dos grupos polares. 
 
Quadro 3- Composição dos ácidos gordos totais em S. cerevisiae. Adaptado de (Matias et al., 
2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estruturalmente os glicerofosfolípidos são constituídos por uma zona polar 
hidrófila, ligada covalentemente a uma molécula de glicerol, e uma zona apolar 
bastante hidrófoba constituída por duas moléculas de ácidos gordos. Os grupos 
polares estão directamente associados ao estado físico da membrana, podendo ser 
Ácidos gordos 
(tamanho da cadeia- 
carbonos) 
Ácidos gordos totais 
(µmol/mg proteína)  
14:0 
16:0 
16:1 
18:0 
18:1 
24:0 
Ácidos gordos totais 
Insaturados/saturados 
0.016±0.006 
0.183±0.044  
0.292±0.091 
0.084±0.010 
0.291±0.066 
0.006±0.001 
0.846±0.136 
1.821±0.193 
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responsáveis por uma maior ou menor flexibilidade da membrana consoante o seu 
tamanho. Por sua vez os ácidos gordos também têm bastante importância na fluidez 
da membrana, uma vez que esta diminui com o aumento do tamanho da cadeia ou 
com a diminuição do grau de insaturação. Os principais ácidos gordos (Quadro 3) 
presentes em S. cerevisiae são o ácido oleico (18:1), o ácido palmitoleíco (16:1) e 
algumas quantidades diminutas de ácido palmítico (16:0) e ácido esteárico (18:0) (van 
der Rest et al., 1995). 
  
 
Fig.3- Vias biossintéticas de formação de fosfolípidos em S. cerevisiae  (Carman and Zeimetz, 
1996). Cho – Colina, Etn – Etanolamina; PS – Fosfatidilserina; PE – Fosfatidiletanolamina; PI – 
Fostatidilinositol; IPC – Inositol fosfoceramida; MIPC – Manosilinositol fosfoceramida; M(IP)2C 
– Manosildi-inositol fosfoceramida; PG – Fosfatidilglicerol; PME – 
Fosfatidilmonometiletanolamina; PDE – Fosfatidildimetiletanolamina; CL – Cardiolipina; DG – 
Diacilglicerol; TG – Triacilglicerol; PA – Ácido fosfatídico; PIP – 4-fosfato fosfatidilinositol; PIP2 – 
4,5-bifosfato de fosfatidilinositol. A cor rosa é indicativa da via metabólica de Kennedy.  
 
Relativamente aos esfingolípidos, estes são constituintes ubíquos das membranas 
plasmáticas em eucariotas. Em termos de localização, cerca de 90% dos esfíngolipidos 
encontram-se na membrana plasmática, mais particularmente na camada externa, 
representando cerca de 30% dos fosfolípidos totais presentes nesta membrana em S. 
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cerevisiae (Patton and Lester, 1991). Relativamente aos outros fosfolípidos os 
esfingolípidos apresentam diferenças estruturais, possuindo uma base de cadeia longa, 
um ácido gordo e um grupo polar. As principais classes de esfingolípidos presentes em 
S. cerevisiae são: manosil ceramida de fosfato de inositol (MIPC), a manosil ceramida 
de fosfato de diinositol (M(IP)2C) e a ceramida de fosfato inositol (IPC) (van der Rest et 
al., 1995) . Comparativamente aos mamíferos, os esfingolípidos de levedura diferem 
na composição das suas ceramidas, assim como na presença de resíduos de manose e 
inositol no seu grupo polar (van der Rest et al., 1995) . Recentemente têm sido 
associados aos esfingolípidos diversos papéis relevantes a nível celular, como é o 
exemplo da importância dos mesmos na resposta ao stress térmico, em que o papel de 
destaque vai para as bases de cadeia longa que funcionam como moléculas 
sinalizadoras (Dickson et al., 2006). Adicionalmente, os esfingolípidos também vêem 
reconhecida a sua importância em processos como a endocitose, a integridade da 
parede celular e ainda a longevidade celular, funcionando principalmente como 
moléculas de sinalização (Patton and Lester, 1991). Em conjunto com o ergosterol, os 
esfingolípidos ajudam à organização da membrana plasmática, ao nível da distribuição 
e ordenamento de microdomínios chamados membrane rafts (jangadas membranares) 
(Patton and Lester, 1991). Ao nível da biossíntese, quer os glicerofosfolípidos quer os 
esfingolípidos apresentam as suas vias metabólicas associadas entre si, vias essas em 
que o ácido fosfatídico desempenha um papel bastante importante na biossíntese de 
fosfolípidos, sendo não só um intermediário de grande relevo, como também assume 
um papel de sinalização celular nesta via (Carman and Zeimetz, 1996) (fig.3). 
 Por fim, temos os esteróis, sendo o esterol maioritário em levedura o 
ergosterol (Fig.4), que possui uma função equivalente à do colesterol em eucariotas 
superiores embora seja diferente deste último a nível estrutural. Para além do 
ergosterol, outros esteróis são produzidos mas em quantidades ínfimas. 
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Fig.4 – Estrutura química do ergosterol 
 O ergosterol, que possui uma via metabólica em grande parte similar à do 
colesterol, é o principal responsável pela rigidez da membrana plasmática, afectando 
por sua vez o movimento lateral e a actividade das proteínas membranares (van der 
Rest et al., 1995) . Vários estudos experimentais, recorrendo a estirpes mutantes em 
que os genes que codificam os enzimas da via de biossíntese de ergosterol estão 
deletados têm sido realizados, permitindo não só criar espécies auxotrofas (não 
produzem qualquer esterol), nas quais é possível de acordo com a concentração de 
ergosterol adicionada ao meio titular as funções destes esteróis, como também 
observar os efeitos da acumulação de metabolitos intermediários que não o ergosterol 
em si(Loewen et al., 2004). A via de biossíntese é bastante complexa sendo a sua 
síntese iniciada na presença de acetil-CoA, necessitando de vários passos até se obter 
ergosterol. As diferenças estruturais comparativamente ao colesterol, fazem deste 
esterol um alvo de estudo com vista ao tratamento de doenças de origem fúngica. Em 
estirpes auxotrofas, através da adição de concentrações desejadas de ergosterol 
inferiu-se que baixas concentrações deste esterol (1-10 ng/ml) são essenciais à 
proliferação celular, sendo o fenómeno denominado de sparking function. 
Concentrações superiores de ergosterol já se encontram associadas a crescimento 
celular(van der Rest et al., 1995). Outros possíveis papéis específicos também têm 
vindo a ser descobertos, fruto do uso de estirpes mutantes em que os genes que 
codificam para os enzimas envolvidos na fase final da biossíntese do ergosterol estão 
deletados, tendo sido reveladas funções importantes na impermeabilidade a catiões, 
na manutenção de domínios lipídicos em conjunto com os esfingolípidos (lipid rafts), 
na biossíntese de esfingolípidos (Gaber et al., 1989) entre outras. 
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Alterações na via de biossíntese do ergosterol têm repercussões noutras vias 
como a via dos esfingolípidos, sugerindo assim a existência de uma correlação 
metabólica entre o metabolismo dos fosfolípidos e do ergosterol (Guan et al., 2009b)  . 
Também o metabolismo de ácidos gordos e glicerofosfolípidos é afectado por 
alterações na via de biossíntese do ergosterol (Swain et al., 2002b). A regulação 
transcricional da via do ergosterol é feita por dois factores de transcrição: Ucp2p e 
Ecm22p, também designados de SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Proteins). 
No entanto, existirão outros mecanismos reguladores, como é o caso do gene ERG9 
que codifica para o enzima esqualeno sintase. Factores de transcrição como o Yap1p, 
Hap1p e Hap2/3/4 estão ligados à regulação deste gene, o que realça o facto desta via 
de biossíntese do ergosterol ser bastante sensível a alterações induzidas por stress 
(Veen and Lang, 2005). 
 Recentemente, a ideia de que a membrana plasmática contém microdomínios 
distintos, tem vindo a ganhar força. Mais especificamente, uma classe de 
microdomínios ricos em ergosterol, esfingolípidos e proteínas específicas, denominada 
de jangadas membranares (lipid rafts), tem sido alvo de enorme interesse. A estas 
jangadas membranares é lhes atribuída importância ao nível da compartimentação da 
membrana plasmática, assim como papéis relevantes a nível de sinalização, polaridade 
e sorting de proteínas (Kennedy et al., 1999). Estruturalmente estes domínios são 
caracterizados pela presença de glicerofosfolípidos com uma maior percentagem de 
ácidos gordos saturados, esfingolípidos e esteróis, traduzindo-se numa maior rigidez 
destes microdomínios comparativamente ao espaço membranar em seu redor. Em S. 
cerevisiae, foram descobertos dois tipos de domínios ao nível da sua membrana 
plasmática, os quais serão equivalentes a microdomínios lipídicos ordenados 
existentes em eucariotas superiores (Pike, 2003).. São eles os domínios MCC (de 
Membrane Compartment occupied by Can1p) e MCP (de Membrane Compartment 
occupied by Pma1p), estando proteínas distintas associadas aos mesmos. No que toca 
à sua constituição lipídica estes domínios também diferem entre si, sendo que os MCC 
apresentam um padrão rico em esteróis, demonstrado pela marcação com filipina 
(Malinska et al., 2003) ao passo que os MCP são mais ricos em esfingolípidos (Lee et 
al., 2002;Grossmann et al., 2007). Os microdomínios MCC e MCP, como já referido 
anteriormente, têm associados a si proteínas distintas sendo elas, a Can1p (um 
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transportador de arginina) e Pma1p (H+-ATPase da membrana plasmática) 
respectivamente (Malinska et al., 2004). De realçar que para além do papel fulcral que 
as jangadas membranares desempenham a nível da organização da membrana, estas 
estão também associadas a processos de sorting e tráfego membranar de proteínas. 
Esta importância foi inferida através da observação de que a depleção de lípidos 
existentes em jangadas membranares, como os esteróis ou esfingolípidos, limita a 
associação e tráfego das proteínas associadas às jangadas membranares (Pike, 2003). 
Ainda no que diz respeito à exposição a espécies reactivas de oxigénio, foi observada 
em linfócitos T a indução da formação de jangadas membranares durante a resposta 
imune (Lu et al., 2007).  
Até muito recentemente era assumido que o H2O2 se difunderia livremente 
através das biomembranas (Chance et al., 1979), não havendo barreiras de 
permeabilidade ao mesmo. No entanto, após ter sido observado em diversos tipos de 
células, incluindo a linha de células Jurkat T de mamífero (Antunes and Cadenas, 2000); 
E.coli (Seaver and Imlay, 2001) e S. cerevisiae (Branco et al., 2004), que a membrana 
plasmática actua como barreira à difusão do H2O2 esta ideia generalizada tem vindo a 
ser contestada. O que sucede é que perante exposição a uma fonte externa de H2O2, 
ocorre um consumo intracelular levado a cabo pelos peroxidases, gerando um 
gradiente através da membrana plasmática, que se caracteriza por uma menor 
concentração interna de H2O2 relativamente à concentração externa. Este gradiente foi 
identificado com recurso ao conceito de latência enzimática, o qual defende que a 
actividade de um enzima dentro de um compartimento é mais baixa do que quando se 
encontra livre, isto devido à barreira de permeabilidade levada a cabo pelo 
compartimento (Antunes and Cadenas, 2000).. A magnitude deste gradiente de H2O2 
vai ser proporcional ao consumo intracelular de H2O2 assim como à permeabilidade 
existente ao longo das barreiras celulares a esta ERO. A constatação da existência 
deste gradiente ao H2O2 em diversos tipos de células pressupõe que este mecanismo 
deva ser ubíquo em todos os organismos, sendo bastante importante numa 
perspectiva de protecção exercida pelas membranas contra diversas fontes geradoras 
de stress oxidativo, constituindo uma limitação física à passagem de H2O2 para o 
interior das células. 
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 Em S. cerevisiae, apesar de já ser conhecida a existência de um gradiente, o 
facto de possuir para além da membrana plasmática a parede celular, surgiram 
algumas incertezas quanto a qual destas desempenharia o papel de barreira celular ao 
H2O2. Com base numa análise experimental às funções biológicas de ambas as 
estruturas celulares, durante a adaptação ao H2O2 em duas fases de crescimento 
(exponencial e estacionária), foi possível esclarecer o papel desempenhado por cada 
uma destas estruturas. Em fase de crescimento exponencial, o papel de barreira de 
permeabilidade foi atribuído à membrana plasmática, uma vez que a permeabilidade 
não foi alterada em células às quais lhe foram removidas via enzimática a sua parede 
celular (Antunes and Cadenas, 2000). Em células em fase de crescimento estacionário, 
no entanto, não foi possível eliminar o papel da parede celular nesta fase metabólica, 
no que concerne à permeabilidade ao H2O2(Sousa-Lopes et al., 2004). Em ambos os 
trabalhos mencionados, foi possível determinar quantitativamente as constantes de 
permeabilidade e os respectivos gradientes de H2O2. Em células de S. cerevisiae 
adaptadas ao H2O2, a constante de permeabilidade registava valores mais baixos, o 
que permitiu inferir que a adaptação das células não se resume apenas ao aumento 
dos níveis dos seus enzimas antioxidantes que catalisam a redução do H2O2, mas 
também ocorre um decréscimo da permeabilidade da membrana plasmática a este 
agente oxidante (Branco et al., 2004). Consequentemente este maior impedimento da 
entrada de H2O2 nas células, leva a um aumento do gradiente através da membrana 
plasmática (Quadro 4). (Branco et al., 2004) 
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Quadro 4 – Constantes de permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 e respectivos 
gradientes de H2O2 em S. cerevisiae, em diversas condições experimentais. Adaptado de 
(Branco et al., 2004;Sousa-Lopes et al., 2004).  Rcat, gradiente devido ao catalase, é a razão 
entre o consumo medido em células intactas e o consumo medido em células permeabilizadas, 
ou seja, [H2O2]intracelular/[H2O2] extracelular; As células foram adaptadas através de tratamento com 
150 µM de H2O2 em estado estacionário durante 90 min. 
CÉLULAS 
 
Rcat 
 
Constante de permeabilidade 
(min-1 A600
-1) 
Controlo – fase exponencial 0,64 ± 0,09 0,083 ± 0,028 
Controlo – fase estacionária 0,056 ± 0,020 0,017 ± 0,004 
Adaptadas – fase exponencial 0,34 ± 0,06 0,049 ± 0,012 
 
Outra observação que sobressai da análise dos dados do Quadro 4, reside no 
facto da constante de permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 em células em 
fase de crescimento estacionária ser bastante menor que a respectiva constante em 
células de fase de crescimento exponencial, explicando, em parte, o facto de células S. 
cerevisiae em estado estacionário terem maior resistência ao H2O2 comparativamente 
a células em fase de crescimento exponencial (Sousa-Lopes et al., 2004). A importância 
da membrana plasmática em S. cerevisiae na resposta ao H2O2, foi reforçada num 
trabalho experimental usando estirpes mutantes em que genes que codificam enzimas 
da via de síntese do ergosterol estavam deletados, apresentando portanto alterações 
na composição dos esteróis membranares. As estirpes erg3∆ e erg6∆, apresentam uma 
elevada sensibilidade ao H2O2, assim como a inexistência de um gradiente deste 
agente oxidante, devido à ausência de uma barreira à passagem do mesmo (Sousa-
Lopes et al., 2004). Este mesmo trabalho experimental demonstra ainda a existência 
de uma evidente correlação entre a magnitude do gradiente existente nas células de S. 
cerevisiae e a sua taxa de sobrevivência perante exposição ao H2O2. Estes estudos 
sobre alterações da magnitude do gradiente, ou seja, alterações da permeabilidade da 
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membrana, foram aprofundados procurando relacionar as mesmas com um parâmetro 
biofísico chamado anisotropia de fluorescência, o qual é representativo de alterações 
da fluidez da membrana plasmática (Folmer et al., 2008). Recorrendo a duas sondas 
específicas, o ácido 2-(9-antroiloxi) esteárico (2-AS) e o difenil-hexatrieno (DPH), foram 
observados aumentos desta anisotropia em situações de adaptação com 150 µM de 
H2O2 aos 30 e 60 min. Este aumento dos valores de anisotropia indica uma diminuição 
da fluidez na membrana plasmática, demonstrando que as alterações existentes na 
membrana são fenómenos que são induzidos rapidamente nestas condições. Isso foi 
confirmado através da determinação da constante de permeabilidade da membrana 
plasmática ao H2O2 tendo sido demonstrado que esta se encontra diminuída ao fim de 
15 min de adaptação a H2O2 150 µM em estado estacionário (Pedroso et al., 2009).  
 Embora o papel da membrana plasmática durante a adaptação ao H2O2 seja 
uma certeza, os dados experimentais existentes ainda não permitem atribuir papéis 
individuais aos vários componentes membranares (proteínas, lípidos e esteróis) 
durante esta adaptação, permanecendo a incógnita acerca dos mecanismos que estão 
por detrás das alterações de permeabilidade induzida em situações de adaptação ao 
H2O2.  Através da análise da fracção da membrana plasmática (Pedroso et al., 2009), 
não foram observadas diferenças significativas nos níveis totais de fosfolípidos perante 
adaptação ao H2O2. O perfil dos glicerofosfolípidos nestas condições de adaptação, 
sofreu alterações, nomeadamente nos níveis de fosfatidilcolina (PC) e de 
fosfatidiletanolamina(PE). Já em relação aos ácidos gordos da membrana plasmática, a 
adaptação ao H2O2 levou a alterações dos àcidos gordos de cadeia longa, 
nomeadamente a diminuição de cerca de 30 % do ácido oleico (18:1). Esta alteração 
repercutiu-se na diminuição da razão entre ácidos gordos saturados e insaturados de 
cadeia longa.  
Estudos nos quais se observou que a adaptação ao H2O2 em S. cerevisiae 
reprimia a expressão de enzimas envolvidos na biossíntese do ergosterol, assim como 
a maior sensibilidade e alterações da fluidez membranar em mutantes no metabolismo 
do ergosterol erg3∆ e erg6∆, levou à hipótese de alterações dos níveis de ergosterol 
terem um papel fundamental na permeabilidade da membrana. No entanto, não 
foram observadas alterações nem em níveis relativos nem absolutos de ergosterol 
durante a adaptação ao H2O2. Ao invés deste, observou-se um aumento dos níveis 
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totais de esqualeno (intermediário da via de biossíntese do ergosterol) induzido pela 
adaptação ao H2O2 traduzindo-se numa maior incorporação de esqualeno na 
membrana plasmática.  
Sabendo-se que o ergosterol não apresenta uma distribuição homogénea ao 
longo da membrana plasmática, e que o mesmo se associa a esfingolípidos formando 
microdomínios denominados de jangadas membranares, foi posta a hipótese de um 
aumento do número de jangadas membranares conduzir a uma maior rigidez e 
portanto uma menor permeabilidade da membrana durante a adaptação ao H2O2. 
Observou-se por análise de perfis de heterogeneidade de fluorescência da membrana 
plasmática com recurso à filipina, que durante a adaptação ao H2O2 existe uma maior 
heterogeneidade nos domínios ricos em esteróis em células adaptadas, traduzindo-se 
numa reorganização celular deste microdomínios ricos em esteróis ao nível da 
membrana plasmática de S. cerevisiae (Pedroso et al., 2009). Sendo assim, alterações 
no padrão de expressão de vários genes repercutem-se a nível da membrana, na sua 
constituição lipídica, e na organização de microdomínios lipídicos. Estas alterações são 
compatíveis com as observações biofísicas realizadas, e com a diminuição da 
permeabilidade membranar durante a adaptação ao H2O2 (Folmer et al., 2008) . 
 A existência de uma correlação entre a resposta transcricional dos mRNAs e os 
níveis de proteínas da membrana plasmática, foi testada em condições de adaptação 
150 µM H2O2 durante 30 min. Aos 30 min de adaptação ao H2O2 foram detectadas 
alterações em 42 proteínas, sendo a alteração maioritariamente caracterizada por um 
aumento dos níveis das proteínas (30 proteínas induzidas e 12 proteínas reprimidas). 
Por sua vez aos 90 min de adaptação ao H2O2 o número de proteínas da fracção 
purificada da membrana plasmática cujos níveis estão alterados é claramente inferior 
(21 proteínas), o que está de acordo com a resposta transitória ao H2O2 já referida ao 
nível da resposta transcricional (Pedroso, 2008)(fig.5). 
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Fig.5 – Alterações no proteoma da membrana plasmática de S. cerevisiae durante a 
adaptação ao H2O2 (Pedroso, 2008). Proteínas da fracção purificada da membrana plasmática 
cujos níveis estão alterados em células wt expostas a uma dose adaptativa de H2O2 150 µM em 
estado estacionário durante 30 min e 90 min relativamente a células controlo. 
  
As alterações observadas nos níveis proteicos dos extractos de membrana 
plasmática purificada, não se restringiram apenas a um determinado grupo de 
proteínas no que concerne à sua função biológica, abrangendo diversos grupos 
funcionais. Assim, as proteínas cujos níveis estão alterados, de acordo com a sua 
função celular distribuem-se por proteínas de transporte, proteínas de biossíntese e 
degradação, proteínas de organização celular, proteínas de metabolismo, proteínas de 
stress, proteínas da parede celular, proteínas de sinalização celular e proteínas de 
transporte vesicular. A correlação que se procurou estudar pode não se verificar na 
totalidade, uma vez que estando a falar de níveis proteicos em membrana plasmática, 
implica a existência de um sistema de transporte de proteínas, assim como o facto de 
por e simplesmente um aumento nos níveis de mRNA não se traduzirem 
obrigatoriamente na alteração da respectiva proteína, dada a enorme complexidade 
do fenómeno de tradução (Cyrne et al., 2003). 
 Ainda a nível da membrana plasmática, foram identificados em células de 
plantas e mamíferos, proteínas integrais da membrana que formam poros nas 
membranas celulares, denominadas aquaporinas que, para além do seu papel de 
proteínas transportadoras e de regulação de água e outros solutos, também têm sido 
associadas ao transporte de H2O2. No entanto, em células de S. cerevisiae as 
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aquaporinas até agora identificadas não se caracterizam por esse tipo de acção 
(Bienert et al., 2007), e portanto não estão envolvidas nas alterações de 
permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 durante a adaptação ao H2O2.  
 
 
 
Proteínas em estudo 
 
O mecanismo pelo qual durante a adaptação ao H2O2, este composto promove 
alterações na permeabilidade da membrana plasmática continua por desvendar. Na 
base deste fenómeno, como anteriormente referido, são conhecidas as alterações 
quer da composição lipídica da membrana plasmáticas, quer do nível de várias 
proteínas da fracção isolada da mesma (Matias et al., 2007;Pedroso, 2008). Na 
tentativa de compreender o mecanismo molecular que está por detrás de todo este 
fenómeno adaptativo, surge a proposta desta tese, a qual foca a atenção em duas 
proteínas, Asc1p e Scs7p, procurando inferir se as mesmas terão papéis importantes 
na regulação da permeabilidade da membrana durante a adaptação ao H2O2. 
 
Asc1p 
 
A capacidade de resposta aos estímulos por parte das células eucariotas em 
grande parte assenta nas vias de transdução de sinal, sendo estas acções essenciais a 
muitos processos celulares. Recentemente percebeu-se que ao invés de ocorrerem 
alterações no proteoma em virtude de alterações na transcrição, o que acontece é que 
são promovidas mudanças ao nível da associação entre os mRNA e os ribossomas 
(Rajasekhar et al., 2003). 
O proteoma da membrana plasmática de S. cerevisiae foi analisado durante a 
adaptação ao H2O2, tendo-se observado uma indução do nível de Asc1p de 
aproximadamente 2 vezes comparativamente ao controlo, razão pela qual esta 
proteína é alvo de estudo. 
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A Asc1p, funcionalmente ortóloga da proteína RACK1 em mamíferos, é 
receptora de proteínas cinases activadas, e interage simultaneamente com várias 
moléculas sinalizadoras (McCahill et al., 2002) . A sua ligação a cinases e receptores 
membranares é feita de forma regulada. Curiosamente, a RACK1 também é um 
constituinte de ribossomas eucariotas, tendo sido observado através de 
criomicroscopia electrónica a sua localização na zona superior da subunidade 40S, na 
vizinhança da zona de saída dos mRNA (Fig.6)(Sengupta et al., 2004). Desta forma a 
RACK1 é responsável por recrutar cinases activados para o ribossoma, levando ao 
estímulo da tradução via fosforilação do factor de iniciação 6 (IF6) assim como de 
outras proteínas associadas ao mRNA. A RACK1 é então responsável pela ligação de 
vias de transdução de sinal à tradução ribossómica, sendo a tradução regulada por 
estímulos. Adicionalmente, a RACK1 permite a ligação de ribossomas a locais onde é 
necessária a ocorrência da tradução, tais como adesões focais. 
 
                             
Fig.6 - Localização ribossomal da RACK1. Adaptado de (Sengupta et al., 2004) 
 A proteína RACK1, também designada de Asc1p em S. cerevisiae e de Cpc2p em 
Schizosaccharomyces pombe, está altamente conservada apresentando homologia 
com a subunidade β de proteínas G heteroméricas. Estruturalmente esta homologia 
baseia-se nas repetições WD40, motivos contendo cerca de 40 aminoácidos com 
capacidade de ligação a várias proteínas estando associada a processos de sinalização 
vários. Estes motivos são sete ao todo, de acordo com o observado através de 
criomicroscopia electrónica(Sengupta et al., 2004). Estas repetições podem interagir 
simultaneamente com diferentes moléculas sinalizadoras, o que permite a esta 
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proteína estar presente em várias vias de sinalização. O papel da Asc1p enquanto 
molécula sinalizadora, está principalmente confinado à ligação desta com diversos 
cinases de proteína C (PKC), alguns dos quais envolvidos em processos celulares como 
a regulação do crescimento celular ou adesão focais (ligação à β-integrina-PKC) 
(Besson et al., 2002). Em S. cerevisiae, durante a fase estacionária de crescimento, a 
Asc1p está presente na forma associada ao ribossoma, mas também numa forma não 
associada ao ribossoma (Baum et al., 2004). Em levedura, RACK1 não é uma proteína 
essencial, permitindo assim a sua caracterização genética e a compreensão do seu 
papel na tradução. A depleção desta proteína leva a um aumento nas subunidades 40S 
e 60S e um decréscimo nas subunidades 80S, afectando em pequena escala a tradução 
global (Chantrel et al., 1998;Shor et al., 2003) . Em S. cerevisiae, um padrão típico de 
depleção da proteína Asc1p consiste na presença de complexos de iniciação de 
tradução disfuncionais, o que indica uma deficiência ao nível da iniciação da 
tradução(Baum et al., 2004). No entanto, a Asc1p não é essencial para a tradução 
generalizada uma vez que a estirpe mutada asc1∆ é viável.  
Vários estudos genéticos suportam uma função regulatória por parte de Asc1p 
na adaptação das células a alterações no meio ambiente (Goossens et al., 2001) . As 
respostas a estas alterações poderão ocorrer ao nível da regulação da tradução. A 
proteína adaptadora Asc1p servirá como plataforma de ligação nos ribossomas, 
recrutando factores como a proteína de ligação ao RNA (Scp160p), factores de 
tradução e várias moléculas associadas à transdução de sinal (Valerius et al., 2007). O 
mesmo estudo demonstra que estirpes mutadas no gene que codifica para Asc1p, 
apresentam uma maior sensibilidade a fármacos cuja zona de acção se confina à 
parede celular, sugerindo, um possível papel de manutenção da integridade da parede 
celular. 
Scs7p 
 
Também em condições de adaptação ao H2O2, foi observada uma diminuição 
da quantidade do ácido 2-hidroxi-hexacosanoico (2-OH-C26:0), presente na membrana 
plasmática (Pedroso, 2008). Esta ocorrência levou à suspeita de que durante a 
adaptação ao H2O2 haverá uma diminuição da actividade do enzima esfingolípido α-
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hidroxilase (Scs7p), o qual é responsável pela hidroxilação de ácidos gordos de cadeia 
longa ligados a esfingolípidos. 
O Scs7p possui dois domínios hidrófobos, ambos capazes de atravessar a 
membrana, cinco motivos conservados HX(2-3)(XH)H e um domínio citocromo b5 na 
zona N-terminal (Funato et al., 2002). Em células eucariotas está presente no retículo 
endoplasmático, estando envolvido no metabolismo de lípidos. 
Como referido anteriormente, as principais classes de esfingolípidos presentes 
em S. cerevisiae são a manosil ceramida de fosfato de inositol (MIPC), a manosil 
ceramida de fosfato de diinositol (M(IP)2C) e a ceramida de fosfato inositol (IPC). O IPC 
é sintetizado através da transferência de fosfoinositol do fosfatidilinositol para a 
ceramida. Existem várias espécies de IPC com capacidades hidrófilas crescentes: IPC-B, 
IPC-C e IPC-D. Nestes IPC´s o seu ácido gordo C26:0 contém, nenhum, um ou dois 
grupos hidroxilo respectivamente. 
Estudos usando uma estirpe mutante com o gene deste enzima deletado 
(scs7∆), revelaram que a mobilidade dos esfingolípidos deve-se às diferenças 
existentes na porção de ceramida existente nos esfingolípidos(Haak et al., 1997). Os 
mutantes scs7∆, indicaram que a hidroxilação ocorre após a formação de ceramida. Ao 
se comparar as ceramidas presentes nas células wt com as presentes nas células scs7∆, 
observou-se que as ceramidas de células mutantes não apresentavam hidroxilação, ao 
contrário das células wt, sugerindo que a ceramida será o substrato do enzima. Esta 
observação foi corroborada pelo aumento da quantidade de ceramidas da série B, ou 
seja, ceramidas que não possuem um grupo hidroxilo no ácido gordo constituinte nas 
células scs7∆ (Fig.7). A deleção do Scs7p leva ao desaparecimento quase por completo 
da série C das inositol-ceramidas (Guan and Wenk, 2006). As funções fisiológicas 
resultantes da hidroxilação levada a cabo pelo Scs7p ainda não são bem conhecidas. 
Apesar destas alterações ao nível dos níveis de esfingolípidos, a mutação continua a 
ser viável, não afectando o crescimento das células. 
 
        
Fig.7- Via biossintética para a produção de 
(Swain et al., 2002a). Os * indicam os grupos hidroxilados adicionados 
 
A deleção do gene 
C das inositol-ceramidas 
resultantes da hidroxilação levada a cabo pelo Scs7p ainda não são bem conhecidas. 
Apesar destas alterações ao nível dos níveis de esfingolípidos, a mutação 
ser viável, não afectando o crescimento das células.
 
Fig.8- Níveis das várias espécies moleculares de esfingolípidos na estirpe 
estirpe wt. Adaptado de (Guan and Wenk, 2006)
espectrometria de massa com quantificação feita por MRM (
fechadas correspondem à estirpe 
correspondem à média ± SD de 4 exper
ceramidas hidroxiladas em levedura. Adaptado de 
durante a biossíntese
SCS7 leva ao desaparecimento quase por completo da série 
(Guan and Wenk, 2006) (Fig.8). As funções fisiológicas 
 
scs7
. As determinações foram feitas
multiple reaction monitoring
wt e barras abertas para a estirpe scs7Δ. Os dados apresentados 
iências independentes. *p<0,01;**p<0,005; ***p<0,001 
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Materiais e Métodos 
Materiais 
 
A bacto-peptona, o yeast nitrogen base (YNB), o bacto agar e o extracto de 
levedura provieram da Difco (Detroit, MI, EUA). A glucose e o peróxido de hidrogénio 
foram obtidos da Merck (Whitehouse Station, NJ). As esferas de vidro (425-600 µm), os 
aminoácidos do meio de crescimento, o glucose oxidase (de Aspergillus niger), o 
Sephadex G25, a digitonina, o catalase (de fígado de bovino), o fluoreto de 
fenilmetilsulfanilo (PMSF), o ácido dietilnelotriaminapentacético (DTPA), o citocromo c 
(de coração de bovino) e o reagente de Folin foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, EUA). A sonda de fluorimetria, ácido trans-parinárico foi obtida de Molecular 
Probes-Invitrogen (Leiden, Holanda). A acrilamida proveio da Fluka (St. Louis, MO, 
EUA), o SDS da Gibco (Barcelona, Espanha), o Tween 20, EDTA e glicina foram obtidos 
da Merck (Whitehouse Station, NJ, EUA). O TEMED e o PSA provieram da Promega 
(Madison, WI, EUA). O Tris foi obtido da Riedel-de- Haën (Seelze, Alemanha), o papel 
3 MM proveio da Whatman (Maidstone, Reino Unido). O kit ECL (do inglês enhanced 
chemiluminescence) proveio da GE Healthcare (Chalfont St. Giles, UK). 
O anticorpo primário Anti-GFP proveio da Roche e da Invitrogen, os anticorpos 
secundários Anti-rabbit e Anti-mouse foram obtidos em Santa Cruz SC 2004 e 2005 
respectivamente. 
Material Biológico 
 
A estirpe selvagem (wt) de Saccharomyces cerevisiae utilizada ao longo do 
trabalho experimental foi a BY4741 (MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0), e foi 
adquirida na EUROSCARF. As estirpes mutantes usadas no trabalho experimental são 
isogénicas da estirpe wt encontrando-se descritas no quadro abaixo, tendo também 
sido adquiridas na EUROSCARF. (Quadro 5) 
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Quadro 5- Estirpes de S. cerevisiae utilizadas no trabalho experimental 
Designação Estirpe Genótipo 
wt (haplóide) Y00000 BY4741;MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0 
asc1Δ Y06556 BY4741;MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0 
YMR116c::kanMX4 
scs7Δ  Y00858 BY4741;MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0 
YMR272c:kanMX4 
 
 
Culturas e condições de crescimento 
 
A conservação das estirpes foi feita em caixas de meio YPD sólido, guardadas a 
uma temperatura de 4ºC (duas passagens para meio novo, de 15 em 15 dias), ou 
encontravam-se armazenadas, em suspensão numa solução de glicerol a 20% (v/v) a -
80ºC. As culturas, consistiam na inoculação da estirpe em meio líquido SC (ver abaixo), 
sendo postas a crescer a 30ºC num agitador orbital a uma velocidade de 160 rpm 
(durante a noite). No dia seguinte era lida a densidade óptica a 600nm (OD600) da 
suspensão celular num espectrofotómetro Beckham DU-68 (1 OD600 ~ 2x10
7 células), 
inoculando posteriormente um determinado volume das células da pré-cultura, em 
meio líquido SC, por forma a obter uma concentração de células inicial determinada 
através de medições de OD600 (variável consoante a experiência). Os estudos 
realizados foram todos em fase exponencial (5 h de crescimento ou mais) tendo 
ocorrido no mínimo dois ciclos de duplicação. Após 15 dias novos riscados em placas 
de meio sólido YPD, partindo da caixa inicial (glicerol) ou o riscado anterior, sendo que 
após 3 passagens, os novos riscados eram feitos a partir das células armazenadas a -
80ºC. 
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Meio de Cultura 
 
Todos os estudos realizados, tiveram por base o crescimento de culturas em 
meio líquido SC (Synthetic Complete) cuja composição é: Glucose 2% (m/v), YNB 6,85% 
(m/v), arginina 0,002% (m/v), metionina 0,002% (m/v), tirosina 0,003% (m/v), 
isoleucina 0,003% (m/v), lisina 0,003% (m/v), fenilalanina 0,005% (m/v), valina 0,015% 
(m/v), ácido aspártico 0,01% (m/v), ácido glutâmico 0,01% (m/v), triptofano 0,005% 
(m/v), histidina 0,01% (m/v), leucina 0,01% (m/v), adenina 0,0025% (m/v), uracilo 
0,0025% (m/v), treonina 0,02% (m/v) e serina 0,04% (m/v). Este meio foi usado para os 
estudos realizados por não levar à formação de H2O2, ao invés do meio líquido 
completo YPD (extracto de levedura 1% (m/v), peptona 2% (m/v) e glucose 2% (m/v)). 
As soluções stock necessárias para obter este meio, foram autoclavadas a 
120ºC durante 20 min (YNB e Glucose), ao passo que as soluções de aminoácidos eram 
autoclavadas a 110ºC durante 20 min. 
Para estudos de sobrevivência (viabilidade celular), utilizou-se o meio sólido 
rico YPD (extracto de levedura 1% (m/v), peptona 2% (m/v) e glucose 2% (m/v) 
suplementado com agar 2% (m/v), sendo o agar necessário para a solidificação do 
meio. Posteriormente quer o meio, quer uma solução de glucose são autoclavados a 
120ºC durante 20 min, sendo a glucose adicionada ao meio, quando for necessário o 
uso do mesmo. 
 
Curvas de Crescimento 
 
No início deste trabalho foi necessário proceder ao estudo das curvas de 
crescimento das estirpes em estudo (wt, asc1∆ e scs7∆) para poder assim determinar 
o tempo que as culturas necessitavam para que as células atingissem as diferentes 
fases de crescimento (exponencial e estacionária). Foram inoculadas culturas partindo 
de uma concentração inicial de 0,05 OD600, postas a crescer a 30ºC num agitador 
orbital a uma velocidade de 160 rpm e efectuadas leituras de densidade óptica (a 
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600 nm) de hora a hora. A partir de uma densidade celular igual ou superior a 0,3 
OD600, procedeu-se a uma diluição 1/10 ou 1/20 para evitar um erro de leitura no 
espectrofotómetro. Para todas as experiências efectuadas, à excepção da curva de 
crescimento, as condições usadas foram: fase exponencial (5 h ou mais), existência de 
dois ciclos de duplicação.  
Estados estacionários de H2O2 
 
Quando se adiciona H2O2 com uma determinada concentração a uma 
suspensão celular, para que se mantenha constante a [H2O2] a que as células estão 
sujeitas (estado estacionário) é necessário usar glucose oxidase com uma actividade 
suficiente para catalisar a formação de H2O2 a uma velocidade que compense o 
consumo de H2O2 levado a cabo pelas células. Sabendo por anterior determinação, que 
1 ml de uma diluição 1/1000 de glucose oxidase apresenta uma actividade de 0,0038 
µmol H2O2/min em meio SC, e sabendo-se a constante de consumo de H2O2 pelas 
células em estudo (kintact em min
-1OD600
-1) determinada via um eléctrodo de Clark 
(Hansatech Instruments, UK), é possível então determinar o volume de glucose oxidase 
a adicionar à cultura. A densidade óptica da cultura assim como o volume da cultura 
também são importantes a esta determinação. Para se poder confirmar que realmente 
o estado estacionário de [H2O2] é o pretendido, usou-se um eléctrodo de O2 para 
realizar medições da concentração de H2O2 em amostras de cultura (400 µl) às quais se 
adicionou 400 µl de tampão TFK 0,1M pH 6,5 termostatizado a 30ºC, tal como o 
eléctrodo. Após esta diluição 1/2 era adicionado um volume de 15 µl de uma solução 
de catalase 1 mg/ml, por forma a medir o oxigénio libertado proveniente da 
dismutação do H2O2. O valor obtido através deste procedimento era comparado com 
uma curva de calibração feita anteriormente usando soluções padrão de H2O2, obtidas 
a partir de uma solução stock de concentração previamente determinada no 
espectrofotómetro, por leitura da absorvência a 240 nm (ε=43,6 M-1cm-1). A adaptação 
das estirpes estudadas foi feita usando H2O2 150 µM em estado estacionário durante 
15 min. 
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Determinação das constante cinéticas para os consumos de H2O2 em 
células intactas e permeabilizadas e da constante de permeabilização 
do H2O2 através da membrana plasmática 
 
As culturas em fase exponencial, em agitação (160 rpm) e a 30ºC, foram 
recolhidas uma densidade celular de 0,3 OD600, centrifugadas (3500 rpm durante 2 
min) e lavadas com tampão TFK 0,1M, pH 6,5 (igual ao pH intracelular); (Cordeiro and 
Freire, 1995)  pré aquecido a 30ºC. De seguida foram ressuspendidas no mesmo 
tampão por forma a perfazer 0,5OD/ml, sendo realizada uma leitura da densidade 
óptica 0D600. Da cultura retiraram-se duas amostras de 10 ml para dois erlenmeyers 
pré-aquecidos a 30ºC deixando os mesmos a agitar a 160rpm durante 5 min. Uma das 
amostras foi usada para o estudo do consumo de H2O2 em células intactas (kintact) 
tendo-se adicionado 200 µM de H2O2. A outra amostra era usada para o estudo do 
consumo de H2O2 em células permeabilizadas (kcatabolismo). A permeabilização foi 
conseguida por adição de digitonina 10 mg/ml numa concentração final de 0,01% 
(m/v), incubando as culturas (intactas e permeabilizadas) durante 10 min a 30ºC com 
agitação. Esta concentração de digitonina (0,01% (m/v)) foi titulada anteriormente 
(resultados não apresentados) por medição da actividade do lactato desidrogenase, 
tendo-se observado que a concentração referida permitia a completa permeabilização 
da membrana plasmática e, não sendo uma concentração muito elevada, permitia a 
prevenção de efeitos secundários (permeabilização de organitos celulares). Após 10 
min adicionaram-se 100 µM de H2O2 às células permeabilizadas, procedendo-se 
imediatamente à medição do consumo de H2O2 nas células permeabilizadas de modo 
descontínuo (400 µl cultura e 400 µl tampão), durante 20 a 30 min. A medição do 
consumo de H2O2 nas células intactas foi seguida 10 min após o começo da medição do 
consumo de H2O2 nas células permeabilizadas. Através da variação na concentração de 
H2O2 ao longo do tempo, foi calculada a constante cinética de primeira ordem do 
consumo. Usando as velocidades de consumo obtidas, assim como o princípio de 
latência enzimática, foi determinada a constante de permeabilidade da membrana 
plasmática ao H2O2, assim como o gradiente de H2O2. O gradiente foi calculado usando 
a fórmula 1/R em que R é definido pela razão entre o consumo medido em células 
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intactas e o consumo medido em células permeabilizadas. A constante de 
permeabilidade kperm foi calculado recorrendo à seguinte fórmula kperm = [R/(1 − R) × 
kcatabolismo] (Antunes and Cadenas, 2000). 
Determinação de percentagens de sobrevivência a doses letais de H2O2 
 
Inocularam-se células em fase exponencial num volume de 50 ml a uma 
densidade celular de 0,15 OD600. Esperou-se que as mesmas atingissem os 0,6 OD600, 
sendo a cultura posteriormente dividida em alíquotas de 10 ml colocadas em 5 
erlenmeyers, sendo um o controlo (sem qualquer adição de H2O2) e às outras alíquotas 
adicionaram-se doses bolus de H2O2 desde 150 µM a 600 µM. Após uma hora de 
incubação a 30ºC, com agitação de 160 rpm, a viabilidade celular de cada cultura foi 
testada em triplicado, retirando-se alíquotas de 100 µl e diluindo-as 10-4 sendo 
posteriormente plaqueadas em caixas de meio sólido YPD. A suspensão celular (100 µl) 
colocada nas placas de meio sólido YPD, foi espalhada com a ajuda de esferas de vidro 
de tamanho pequeno. Após 48 h-70 h de crescimento na estufa a 30ºC procedeu-se à 
contagem das colónias e comparação com os respectivos controlos. O mesmo 
procedimento foi usado para a determinação da viabilidade nas células adaptadas a 
H2O2 150 µM em estado estacionário durante 15 min. 
Preparação de extractos proteicos totais para determinação de 
actividades enzimáticas 
 
Recolheram-se 50 ml de cultura a 0,5 OD600/ml, centrifugando a 35000 rpm, 
durante 2 min numa centrífuga Hettich Rotofix. As células foram lavadas com TFK 0,1M 
pH 7,4, sendo o pellet resultante resuspenso no mesmo tampão para um volume de 
1 ml. Este volume foi transferido para tubos Eppendorf e centrifugado a 7000 rpm, 
5 min a 4ºC. Ao pellet obtido adicionaram-se 250 µl de tampão TFK e o mesmo volume 
em esferas de vidro (glass beads de diâmetro 425-600 µm), juntamente com 2,5 µl de 
PMSF 0,1 M em etanol. Os tubos Eppendorf foram agitados num Vortex 7 vezes com 
intervalos de 1 min no gelo. Por fim, foi feita uma centrifugação a 10000 rpm durante 
15 min a 4ºC, retirando-se cautelosamente o sobrenadante com a ajuda de uma 
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micropipeta de 100 µl. Posteriormente estes extractos proteicos foram usados para 
determinação de actividade enzimática do citocromo c peroxidase. 
Preparação de extractos membranares de levedura 
 
A preparação dos extractos membranares de levedura foi feita de acordo com o 
método descrito em (Grossman et al, 2000). Recolheram-se 250 ml de cultura de 
leveduras a 0,6 OD600/ml, sendo posteriormente centrifugadas a 7205 rpm no rotor 
JA14 durante 2 min a 22º C. As células foram lavadas com solução tampão TNE (Tris-
HCL 50 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM, EDTA 5 mM), sendo os sedimentos resultantes 
recolhidos e transferidos para um tubo falcon de 50 ml, e novamente centrifugados a 
5000 rpm durante 2 min (centrífuga Sigma 302). Ao sedimento resultante foram 
adicionados 250 µl de TNE suplementado com inibidores de proteases (DTT 2mM, 
PMSF 1 mM, leupeptina 10 µg/ml, benzamidina 0,15 mg/ml e pepstatina 0,1 mg/ml )-
TNE I, sendo a suspensão transferida para um tubo eppendorf e imediatamente 
congelada em azoto líquido e guardado na arca frigorífica a - 80ºC . As células foram 
lisadas por agitação no vortex 7 vezes com intervalos de 1 min no gelo, sendo 
adicionado aos tubos eppendorf o mesmo volume de esferas de vidro (glass beads de 
diâmetro 425-600 µm). Para retirar os detritos celulares, procedeu-se à centrifugação 
a 4°C, a 2300 rpm (1 min seguido de 2 x 5 min) na centrífuga Eppendorf 5804 R. A 
sedimentação das membranas é obtida através de uma centrifugação a 14000 rpm 
(Eppendorf 5804 R) durante 75 min a 4°C, sendo posteriormente ressuspendidas em 
100 µl tampão TNE-I. Por fim, o extracto proteíco obtido foi quantificado pelo método 
de Peterson e a análise do mesmo foi feita num gel de SDS-PAGE 8% (m/v) de 
acrilamida. 
Preparação e purificação de citocromo c reduzido 
 
A preparação de citocromo c reduzido feita feita com algumas modificações de 
acordo com o método descrito em (Yonetani, 1965). Para a redução do citocromo c 
dissolveu-se 12 mg de citocromo c em 100 µl de tampão de fosfatos 0,1M, pH 7 com 
1mM EDTA, adicionando-se de seguida 14 mg de ditionito de sódio e agitando a 
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solução. Preparou-se uma coluna de gel Sephadex G-25 equilibrada com tampão de 
fosfatos 0,25M, pH 7,4 contendo DTPA 1 mM (previamente saturado com azoto), para 
proceder à purificação do citocromo c reduzido por ditionito de sódio. O gel esteve 3 h 
em tampão fosfato 0,25 M, pH 7,4 contendo DTPA 1 mM (borbulhado com azoto), e 
por sucção foi-lhe retirado todo o ar existente, para permitir obter uma coluna 
desprovida de bolhas de ar. As fracções de citocromo c reduzido obtidas na 
cromatografia de filtração em gel, foram borbulhadas em azoto, e guardadas a -20°C. 
A concentração de citocromo c nas diversas fracções obtidas foi quantificada 
espectrofotometricamente a 550 nm (ε=27,6 mM-1cm-1). 
Determinação da actividade do citocromo c peroxidase 
 
A actividade do citocromo c peroxidase foi medida espectrofotometricamente, 
seguindo-se a oxidação do citocromo c a 550 nm durante cerca de 4 min a 25ºC. A 
reacção era iniciada com a adição de H2O2 180 µM a uma solução contendo tampão de 
fosfatos 0,1 M, pH 7 com EDTA 1 mM, saturado anteriormente com azoto, 40 µl de 
extracto proteico (no caso de células controlo; adaptadas-20 µl) e citocromo c 25 µM. 
A concentração de H2O2 era confirmada através de leituras espectrofotométricas a 240 
nm (є240nm= 43,4 M
-1 cm-1), A unidade é definida como a quantidade de enzima 
necessário para catalisar a oxidação de 1 µmol de citocromo c por minuto, a uma 
temperatura de 25ºC , a pH 7 e є550nm= 18,5 M
-1 cm-1(citocromo c reduzido-oxidado). 
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Quantificação dos extractos proteicos pelo método de Peterson 
 
A concentração de proteína nos extractos proteicos foi determinada pelo 
método de Peterson (Peterson, 1977) . Os extractos proteicos foram diluídos (400 x) 
para um volume final de 1 ml, ao qual foi adicionado 1 ml de reagente de cobre-
tartarato (CuSO4.5H2O 0,025% (m/v), Na2C03 2,5% (m/v), tartarato de sódio 0,05% 
(m/v), SDS 2,5% (m/v) e NaOH 0,2M. 10 min após a agitação dos tubos, foi-lhes 
adicionado reagente de Folin (500 µl) diluído 1:7 (v/v) em água. Após uma hora 
procedeu-se à leitura das absorvências a 750 nm. Para poder determinar a 
concentração de proteína nos extractos foi feita uma curva padrão usando BSA 5 
mg/ml diluída 50 vezes, numa gama de concentrações de 10 a 50 µg/ml. 
Estudos de Fluorescência com ácido trans-parinárico 
 
 Inoculou-se 15 ml de cultura a 0,15 OD600/ml, e colocou-se em agitação a 
160 rpm a 30°C durante um tempo de incubação de 5-6 h. De seguida as células foram 
recolhidas, lavadas em água e posteriormente lavadas em tampão de fluorescência  
(100 mM NaH2PO4 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4). Após a centrifugação de 2 min a 
3500 rpm na Hettich Rotofix32, ressuspendeu-se em 10 ml do mesmo tampão de 
fluorescência, obtendo uma concentração final de 0,6 OD600/ml. Posteriormente os 
10 ml foram divididos por 2 tubos falcon, 5 ml em cada, de modo a obter-se o controlo 
e as células expostas à sonda. Às células controlo foi adicionado etanol no mesmo 
volume de sonda adicionada, sendo esse volume controlado por forma a não por em 
causa as propriedades da membrana. Às restantes células foi adicionada ácido trans-
parinárico em etanol para uma concentração final de 2 M, sendo este incubada com as 
células durante 5 min. A experiência foi feita para dois valores de temperatura, 18°C e 
30°C, sendo o tampão, água esterilizada e as células do fluorímetro termostatizados à 
temperatura desejada. As medições de fluorescência foram obtidas no 
espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon FL-1057 equipado com uma lâmpada Xe e 2 
monocromadores. 
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Transformações Genéticas e Microscopia 
Preparação de plasmídeos 
 
Para a preparação dos plasmídeos a usar na transformação de leveduras, foi 
usado o kit comercial E.Z.N.ATM Plasmid Midi Kit Spin Protocol, o qual permite isolar 
entre 150-200 µg de plasmídeos de elevado número de cópias ou 10-50µg de 
plasmídeos de baixo número de cópias, a partir de 50 ml de cultura. Seguindo as 
instruções do mesmo, o DNA plasmídico de interesse foi preparado. Os plasmídeos 
foram obtidos, a partir de uma cultura (50 ml) de meio LB [Bacto triptona 1% (m/v), 
extracto de levedura 0,5% (m/v) e NaCl 1% (m/v)], Ampicilina (50 µg/ml) contendo 
bactérias transformadas com o plasmídeo de interesse com uma densidade celular de 
cerca 2 0D600/ml. 
 O DNA plasmídico foi posteriormente quantificado através da leitura de 
absorvância a 260nm, tendo por base a seguinte equação: Concentração de 
DNA=Abs600 x 50x (factor de diluição)µg/ml . 
Os plasmídeos recombinantes usados neste trabalho foram: 
- Ylp211-CAN1-GFP ( URA3,integrativo, ampR) 
- Ylp128-PMA1-GFP (LEU2, integrativo, ampR)  
Hidrólise  do DNA plasmídico 
 
Após a quantificação do DNA plasmídico, com vista à transformação de 
diferentes estirpes de levedura com os plasmídeos integrativos de interesse, estes 
foram previamente hidrolisados com enzimas de restrição específicos. O plasmídeo 
Ylp211-CAN1-GFP foi hidrolisado com a Spe I e o plasmídeo Ylp128-PMA1-GFP foi 
hidrolisado com o enzima Kpn I. A mistura de hidrólise consistia em DNA plasmídico (5 
µg), Mix NEB3 (5 µl), o enzima de restrição (1 µl) e H2O para perfazer o volume final. O 
produto das reacções foi analisado em gel de agarose 0,8% (m/v) tal como se pode 
observar na figura 9. 
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Fig.9- Análise dos plasmídeos hidrolisados. M – marcador; DNA Ylp128-PMA1 não hidrolisado 
(1) e hidrolisado com Kpn I (2); DNA Ylp211-CAN1 não hidrolisado (3) e hidrolisado com Spe I 
(4); Gel 0,8% (m/v) de agarose  
Transformação de Leveduras 
 
 A partir de uma pré-cultura de levedura com 12 h de crescimento, inoculou-se 
uma cultura a 0,075 OD600/ml. Após a mesma atingir 0,3 OD600/ml, foram recolhidos 
10 ml de cultura e centrifugados durante 5 min a 4000 rpm (Centrífuga Sigma 302), 
sendo posteriormente as células lavadas em 10 ml de H2O estéril. De seguida, 
ressuspendeu-se o sedimento em 1 ml de H2O e transferiu-se para tubos Eppendorf, e 
centrifugou-se novamente. As células obtidas foram lavadas com 1 ml de solução 
TE/LiAc (Acetato de lítio 0,1 M; Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), centrifugadas nas 
mesmas condições e ressuspendidas em 50 µl de TE/LiAc. Aos 50 µl de células foi 
adicionado a mistura de transformação composta por 2,5 µl de DNA plasmídico (~100 
µg), 50 µg ssDNA (5 µl) previamente desnaturado na placa térmica a 90°C durante 2 
min e 300 µl de PEG 40% (m/v) em solução TE/LiAc. Após incubação a 30°C durante 30 
min com agitação a 160 rpm, a mistura de transformação foi posta em choque térmico 
num banho a 42°C durante 15 min. Por fim centrifugou-se a 4000 rpm na centrífuga 
Mini-Spin Eppendorf durante 5 min e ressuspendeu-se o sedimento em 100 µl de H2O 
estéril, plaqueando-se por 3 placas de SC sem uracilo (SC-URA-) ou SC sem leucina(SC- 
LEU-), consoante as características do plasmídeo utilizado na transformação. (quadro 
6) 
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Quadro 6- Estirpes transformadas utilizadas no trabalho experimental 
Nome da estirpe Fundo genético Gene Selecção Plasmídeo de 
origem 
LC4 BY4741 CAN::GFP URA Ylp211 
LC6 scs7Δ- BY4741 CAN::GFP URA Ylp211 
LC1 BY4741 PMA1:mRFP LEU Ylp128 
LC3 scs7Δ- BY4741 PMA1:mRFP LEU Ylp128 
 
Análise de proteínas por Western Blot 
 
A análise por Western Blot permite identificar proteínas específicas e 
determinar a quantidade destas numa mistura de proteínas. Nesta técnica as proteínas 
são separadas por electroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE), transferidas para 
uma membrana de nitrocelulose e ligadas com anticorpos específicos. Esta técnica foi 
utilizada para quantificar os níveis de GFP em estirpes geneticamente modificadas 
(CAN1-GFP). Foram obtidos extractos brutos de membrana plasmática a partir de 
células de levedura controlo e expostas a estados estacionários de H2O2 150 µM 
durante 15, 30 e 45 min. 
 
Separação electroforética das proteínas em gel desnaturante  
 
A separação de proteínas por electroforese em gel de poliacrilamida na 
presença de SDS (SDS-PAGE) permite separar as proteínas de acordo com o seu 
tamanho, sem a interferência de outros factores como a carga ou a conformação das 
proteínas. O detergente SDS possui propriedades desnaturantes e consequentemente 
a estrutura secundária e terciária das proteínas é eliminada. Além disso, o SDS liga-se 
às proteínas, “revestindo-as” com cargas negativas, o que anula as diferenças de carga 
previamente existente entre as diferentes proteínas da amostra. Assim, na presença 
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de um campo eléctrico, as proteínas associadas ao SDS migram na direcção do ânodo a 
uma velocidade inversamente proporcional ao logaritmo das respectivas massas 
moleculares.  
O gel SDS-PAGE foi efectuado em aparelhos de mini-gel BIORAD Mini-Protean II 
como descrito em (Laemmli, 1970). Foram utilizados géis num sistema vertical 
descontínuo, composto por um gel de concentração seguido de um gel de resolução. O 
gel de concentração, como o nome indica, concentra as amostras e era composto por 
acrilamida 5% (m/v), bis-acrilamida a 0,14% (m/v), Tris-HCl 0,06 M pH 6,8, SDS 0,1% 
(m/v), ao qual se adicionou os agentes polimerizantes TEMED a 0,1% (v/v) e PSA a 
0,1% (m/v). O gel de resolução, no qual as proteínas são separadas, possuía acrilamida 
a 8% (m/v), bis-acrilamida a 0,1% (m/v), de Tris-HCl 0,04 M pH 8,8, SDS 0,1% (m/v), ao 
qual se adicionou os agentes polimerizantes TEMED a 0,05% (v/v) e PSA a 0,05 % 
(m/v).  
Após efectuar a extracção e doseamento proteico foram preparadas as 
amostras para aplicação nos géis. Calculou-se o volume de extracto necessário para 
aplicar 100 µg e 50 µg de proteínas por poço e adicionou-se H2O para perfazer um 
volume de 20 µL. A este foi adicionado 5 µL de tampão de amostra 5x concentrado 
para uma concentração final de SDS a 1% (m/v), de glicerol a 5% (v/v), de Tris-HCl 0,08 
M pH 6,8, azul de bromofenol a 0,002% (m/v) e de β-mercaptoetanol 5% (v/v). As 
amostras e marcadores compostos por proteínas de massa molecular conhecida foram 
fervidos durante 5 minutos e aplicados nos respectivos poços. O tampão de 
electroforese utilizado era composto por Tris base 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1 
% (m/v). A separação electroforética realizou-se a 50 mA/gel e a electroforese 
terminou quando a linha da frente atingiu a zona final do gel.  
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Transferência para membranas de nitrocelulose 
  
As proteínas, após separação no gel SDS-PAGE, são transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose, utilizando o aparelho de transferência semi-seca BIORAD 
TransBlot RD, tal como se pode observar na Fig. 9. 
 
                                                 
Fig.9- Esquema de montagem para a transferência de proteínas do gel de poliacrilamida para 
membranas de nitrocelulose com o aparelho BIORAD TransBlot RD. 1- tampa; 2- cátodo; 3– 6 
folhas de papel de filtro 3MM; 4- gel de acrilamida; 5- membrana de nitrocelulose; 6- 6 folhas 
de papel de filtro 3 MM; 7- ânodo; 8- cabos fornecedores de tensão; 9 – base (BIORAD 
Transblot, 2003).  
 A transferência foi efectuada utilizando como solução de transferência a 
solução tampão composta por Trizma base 48 mM pH 9,2, glicina 39 mM, metanol 20% 
(v/v), SDS 0,037% (m/v) (Bjerrum and Schafer-Nielsen, 1986), durante 1 h, a 0,8 
mA/cm2 de membrana.  
Imunodetecção 
 
 Esta técnica caracteriza-se por utilizar a especificidade dos anticorpos para se 
ligarem a determinadas proteínas. Inicialmente procede-se ao bloqueio das 
membranas de modo a impedir a ligação inespecífica do anticorpo aos locais livres da 
membrana. 
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As membranas são bloqueadas com uma solução de leite magro desnatado 5% 
(m/v) em PBS (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, de NaCl 137 mM e KCl 3,0 mM a pH 
7,4) durante 1 h à temperatura de 24°C e com agitação orbital. Para promover a 
ligação do anticorpo primário (Anti-GFP da Invitrogen ou Anti-GFP da Roche) diluiu-se 
este numa solução de leite magro desnatado 5% (m/v) em PBS, na qual as membranas 
foram incubadas durante 1 h à temperatura ambiente e com agitação orbital (Quadro 
7). Seguidamente, para remover o anticorpo não ligado e minorar a quantidade de 
ligações inespecíficas, lavaram-se as membranas duas vezes durante 15 min e três 
vezes durante 5 min com uma solução contendo Tween 20 a 0,1% (v/v) em PBS, sendo 
mudada a solução entre cada lavagem. Passaram-se as membranas por PBS contendo 
leite desnaturado a 5 % (m/v), e procedeu-se à reacção com o anticorpo secundário 
(Anti-Rabbit ou Anti-Mouse, ambos da Santa Cruz Biotechnology), diluído numa 
solução de leite magro desnatado 5% (m/v) em PBS na qual se incubaram as 
membranas durante 1 h à temperatura ambiente e com agitação orbital (quadro 7). 
Seguidamente, lavaram-se as membranas duas vezes durante 15 min e três vezes 
durante 5 min com a solução de PBS. A detecção da ligação anticorpo-proteína 
imobilizada na membrana foi conseguida utilizando o kit de revelação ECL. Este 
baseia-se na capacidade do enzima peroxidase de rábano conjugado com o anticorpo 
secundário reagir com o H2O2 produzindo o radical superóxido que, por sua vez, 
provoca a oxidação do luminol. Esta é acompanhada por emissão de radiação 
(quimioluminescência), capaz de impressionar uma película fotográfica. As membranas 
foram mergulhadas na solução de detecção durante 1 min, colocadas dentro duma 
cassete e envolvidas numa película plástica sobre a qual se colocavam as películas 
fotográficas Kodak Biomax MR. O tempo de exposição foi ajustado de modo a ser 
obtido um sinal forte, mas sem ocorrência de saturação nem excesso de ruído de 
fundo. Após a exposição, os filmes foram revelados utilizando soluções de revelação e 
fixação da Kodak. 
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Quadro 7 – Anticorpos e diluições usadas no trabalho experimental 
Anticorpos  Referência Diluição 
Primários   
Anti-GFP (soro policlonal) Invitrogen A11122 1:2000 
Anti-GFP (soro monoclonal) Roche Nº11814460001 1:1000 
Secundários   
Anti-rabbit Santa Cruz Sc 2004 1:5000 
Anti-mouse Santa Cruz Sc 2005 1:2000 
 
Microscopia de Fluorescência 
 
 Secções ópticas de curso temporal fino (2µm) foram adquiridas usando o 
microscópio confocal por varrimento laser Leica SP-E CSLM . As condições de aquisição 
de imagens foram, < 20% de intensidade do laser, modo de operação 512x512, 400 
Hz(1/4 s per frame). Usou-se a objectiva x63 Plan Apo, e o respectivo óleo de imersão 
(NA=1.4). Para propósitos de quantificação, os ganhos e compensações foram 
mantidos constantes. As definições espectrais foram as necessárias de modo a evitar 
perda de informação entre canais. A quantificação da fluorescência foi feita através da 
média de intensidade dos pixéis (0-255 escala para cada imagem de 8 bits). Os perfis 
de heterogeneidade foram determinados recorrendo ao software Image Pro-Plus. A 
medida de desvio padrão foi o parâmetro considerado representativo dessa mesma 
heterogeneidade celular. Posteriormente os valores obtidos foram  submetidos a um 
teste estatístico (t-Student) de 2 caudas. 
 
 
 
 
´ 
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Tratamento estatístico 
 
Os resultados apresentados são as médias ± desvios padrões de experiências 
independentes (n). As comparações de valores entre 2 grupos distintos, foi feita com 
recurso ao programa Sigma Stat, usando o t de Student de duas caudas, assumindo 
variâncias iguais entre os grupos. Para comparar simultaneamente médias de 3 ou 
mais grupos diferentes, foram realizadas ANOVAs. Para comparações múltiplas foi 
usado o teste Tukey–Kramer. 
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Resultados 
Curvas de Crescimento 
 
O estudo do fenómeno adaptativo ao H2O2 em Saccharomyces cerevisiae é 
geralmente feito em células na fase exponencial de crescimento, devido à sua maior 
actividade metabólica, quer a nível da transcrição quer tradução, reflectindo-se numa 
resposta ao stress mais robusta e eficaz. Existem igualmente estudos nesta área em 
células em fase estacionária mas, no entanto, células nesta fase de crescimento são 
preteridas em relação a células em fase de crescimento exponencial devido ao baixo 
estado energético e, consequentemente, uma menor resposta adaptativa (Sousa-
Lopes et al., 2004). Foi então necessário determinar as diferentes fases de crescimento 
das estirpes em estudo (wt, asc1∆ e scs7∆) de modo a definir as condições de 
adaptação a utilizar nos estudos subsequentes. As curvas de crescimento foram feitas 
em meio líquido SC, uma vez que este, contrariamente ao meio YPD de uso mais 
comum, não leva à formação de H2O2 interferindo com o sistema em estudo. 
 
 
Fig.11-  Curva de crescimento da estirpe wt e asc1∆ em meio líquido SC. , células wt ; , células 
asc1∆. Foram inoculadas culturas a 0,1 OD600 (OD600 ~ 2x107 células/ml), incubadas a 30°C, com 
agitação, e o seu crescimento foi seguido medindo a densidade óptica a 600 nm. Onde necessário, foi 
efectuada uma diluição da cultura (2 a 20 vezes) antes de efectuar a leitura. Os pontos experimentais 
correspondem à média das leituras obtidas a partir de duas culturas independentes.  
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Analisando as curvas de crescimento das estirpes em estudo (Fig. 11), observou-se que 
as primeiras 2-3 h corresponderam a uma fase de crescimento reduzido, sendo 
caracterizada por uma adaptação das células aos nutrientes presentes no meio de 
cultura usado. Comparativamente à estirpe wt, a estirpe asc1∆ apresentou uma fase 
lag semelhante, estando a fase de crescimento exponencial confinada entre as 3 h e as 
11 h. O tempo de duplicação das células nesta fase foi de 84 minutos para wt e de 123  
min para a estirpe asc1∆. Relativamente à densidade óptica máxima, a estirpe wt 
apresentou um valor máximo superior à estirpe asc1∆. 
 
 
                           
Fig.12 - Curva de crescimento da estirpe e scs7∆ em meio líquido SC. , células wt; , células 
scs7∆. Foram inoculadas culturas a 0,1 OD600 (OD600 ~ 2x107 células/ml), incubadas a 30°C, com 
agitação, e o seu crescimento foi seguido medindo a densidade óptica a 600 nm. Onde 
necessário, foi efectuada uma diluição da cultura (2 a 20 vezes) antes de efectuar a leitura. Os 
pontos experimentais correspondem à média das leituras obtidas a partir de duas culturas 
independentes. 
 
 A estirpe scs7∆ tem um comportamento ligeiramente diferente da estirpe wt 
no que concerne à fase de crescimento exponencial, uma vez que a sua taxa de 
duplicação celular foi mais lenta do que a das células wt (cerca de 130 min vs 83 min 
das células wt). Quanto à densidade óptica máxima obtida para esta estirpe, esta foi 
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sendo as células recolhidas a esta densidade nos estudos subsequentes.
 
Sensibilidade das estirpes 
 
Com o objectivo de caracterizar a 
em estudo, foram efectuados testes de viabilidade celular perante exposição a 
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Adaptação de células asc1∆ e scs7∆ ao H2O2 
 
Normalmente, os estudos em torno da resposta adaptativa ao H2O2 são 
caracterizados por uma adição bolus de uma dose sub-letal de H2O2 previamente 
definida às células. No entanto, sendo parte do objectivo deste trabalho simular as 
condições de formação de H2O2 in vivo, o H2O2 foi adicionado em estado estacionário. 
A dose sub-letal de H2O2 utilizada neste estudo foi de 150 µM em estado estacionário, 
que consiste numa dose de baixa concentração mas bastante relevante do ponto de 
vista fisiológico, uma vez que garante a existência de uma resposta global das células 
mas mantendo a viabilidade celular na maior parte das células(Branco et al., 2004). 
Com efeito, em estudos anteriores usando estas mesmas condições de adaptação ao 
H2O2 e através da análise de microarrays foi possível observar uma rápida e transitória 
reacção na presença deste oxidante, ocorrendo uma alteração dos níveis de mRNA 
(indução ou repressão) em mais de 300 genes aos 15 min de adaptação (Pedroso, 
2008), o que indica esta resposta global das células. No decorrer do trabalho 
experimental denominam-se por células adaptadas, células tratadas previamente com 
150 µM de H2O2 em estado estacionário durante 15 min. Para testar que as células das 
estirpes asc1∆ e scs7∆ se adaptavam nestas condições foram então realizados estudos 
de viabilidade celular para apurar a taxa de sobrevivência destas estirpes em células 
pré-tratadas com 150 µM de H2O2 durante 15 min e em células controlo quando 
expostas a doses letais de H2O2 durante 60 min. (ver Fig. 13, Fig.14 e Fig 15).  
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scs7∆ apresentaram uma maior resistência que a estirpe wt ao H2O2, e que as células 
scs7∆ têm uma menor capacidade de adaptação ao H2O2, foram analisados alguns dos 
factores que podem levar a esta maior resistência como a actividade de enzimas que 
degradam o H2O2 (catalase e citocromo c peroxidase) e a constante de permeabilidade 
da membrana plasmática ao H2O2. Foi igualmente testada a capacidade destas células 
se adaptar ao H2O2. 
Consumo celular de H2O2, gradiente de H2O2 através da membrana 
plasmática e constante de permeabilidade ao H2O2 nas estirpes asc1∆ e 
scs7∆ em células controlo e adaptadas  
 
 Como resposta à presença de níveis elevados de H2O2 as células adaptam-se 
usando diversos mecanismos de acção. Os principais mecanismos a destacar incluem 
aumentos de actividade dos enzimas antioxidantes responsáveis pela remoção do 
H2O2, o aumento dos níveis de enzimas associados à manutenção de um estado redox 
controlado, ou de enzimas associados a processos de reparação de danos celulares e 
diminuição da permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2. Com recurso ao 
eléctrodo de oxigénio foram medidas as constantes cinéticas de consumo de H2O2 em 
células controlo e adaptadas, para todas as estirpes em estudo de modo a tentar 
determinar factores causadores da diferente resposta ao H2O2 entre as estirpes 
mutantes e a estirpe wt. A cinética de consumo de H2O2 caracteriza-se por ser uma 
reacção de primeira ordem, em que a velocidade do consumo é expressa pela equação 
v = k [H2O2]. Ao longo do tempo a concentração de [H2O2] vai diminuir 
exponencialmente, sendo possível através da curva obtida determinar a constante de 
velocidade k, representativa da capacidade de consumo de H2O2 pelas células em 
estudo.  
Sendo assim, as constantes de consumo de células intactas e permeabilizadas 
com digitonina foram medidas considerando-se que estes últimos consumos seriam 
uma aproximação à actividade enzimática do catalase, a maior fonte de consumo de 
H2O2 em levedura, uma vez que eram determinados quando os equivalentes redutores 
necessários para a actividade do citocromo c peroxidase estavam gastos. Com recurso 
às velocidades de consumo obtidas e ao conceito de latência enzimática determinou-
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se, o gradiente de H2O2 devido ao catalase (1/R) e a constante de permeabilidade 
(kperm) da membrana plasmática para o H2O2.(Quadro 8) 
 
Quadro 8- Constante de permeabilidade, gradientes e constantes de velocidade para o 
consumo de H2O2 através da membrana plasmática em células S. cerevisiae das estirpes wt, 
asc1∆ e scs7∆. kcélulas intactas,constante de velocidade de consumo de H2O2 em células intactas; 
kcatabolismo, constante de velocidade de consumo do H2O2 em células permeabilizadas; 1/R, 
gradiente de H2O2 através da membrana em R é dado pela razão entre a actividade aparente 
de catalase em células intactas e a actividade de catalase nas células permeabilizadas ou seja  
[H2O2]intracelular/[H2O2]extracelular (Antunes and Cadenas, 2000;Folmer et al., 2008). As células 
foram adaptadas usando H2O2 150 µM em estado estacionário durante 15 min. Os resultados 
apresentados correspondem à média ± SD de pelo menos três experiências independentes. 
**p <0,001, * p<0,05 vs wt (scs7∆ vs wt controlo; scs7∆ adaptadas vs wt adaptadas). # p<0,05 
e $ p <0,001 (controlo vs adaptadas na mesma estirpe) 
 
Células kcélulas intactas 
(min-1 A600-1) 
kcatabolismo 
(min-1 A600-1) 
1/R kperm(min-1 A600-1) 
wt  0,022 ± 0,004 0,035 ± 0,004  1,613 ± 0,131 0,058 ± 0,009 
wt adaptadas  0,028 ± 0,001 0,080 ± 0,002$ 2,819 ± 0,074$ 0,043 ± 0,002# 
asc1∆ 0,022 ± 0,002 0,030 ± 0,001 1,472 ± 0,046 0,065 ± 0,004 
asc1∆ adaptadas 0,031 ± 0,003 0,091± 0,011$ 3,050± 0,150$ 0,048 ± 0,004$ 
scs7∆ 0,028 ± 0,001* 0,037 ± 0,002 1,412 ± 0,014* 0,093 ± 0,002** 
scs7∆ adaptadas  0,029 ± 0,002 0,061 ± 0,007*,# 2,160 ± 0,220*,$ 0,056 ± 0,006*,$ 
 
 
Em células intactas controlo, observa-se por parte da estirpe scs7∆ um 
consumo de H2O2 significativamente maior, comparativamente à estirpe wt, sendo que 
a estirpe asc1∆ tem um consumo similar à estirpe selvagem. No entanto, este maior 
consumo nas células scs7∆ não é devido a uma maior actividade do catalase citosólico 
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uma vez que não se observaram diferenças nas constantes de consumo de H2O2 em 
células permeabilizadas (que medem a actividade do catalase citosólico) obtidas para 
todas as estirpes.  
Quando as células se encontram permeabilizadas, as constantes de consumo de 
H2O2 obtidas para todas as estirpes, aumentam relativamente às constantes obtidas 
com células intactas, apoiando assim a existência de um gradiente de H2O2 através da 
membrana plasmática. No que concerne ao gradiente de H2O2 a única estirpe que 
demonstrou diferenças significativas relativamente à estirpe wt foi a scs7∆, sendo o 
seu gradiente de H2O2 através da membrana plasmática significativamente menor 
(Quadro 8). Nas células asc1∆ controlo quer o gradiente quer a constante de 
permeabilidade do H2O2 através da membrana plasmática não são significativamente 
diferentes dos obtidos nas células wt controlo. No entanto, estava descrito na 
literatura (Valerius et al., 2007) que as células de estirpes exibindo deplecção de 
CPC2/ASC1, exibiam maiores dimensões celulares que as células wt. A confirmação 
deste facto tornou-se necessária, uma vez que o coeficiente de permeabilidade que 
mede a difusão de um composto através de uma membrana é inversamente 
proporcional à área de superfície da membrana (Antunes and Cadenas, 2000). Com 
recurso a microscopia óptica, foram captadas várias imagens contendo células 
mutantes asc1∆, assim como wt, sendo posteriormente analisadas e comparadas 
entre si. Após aplicar um teste estatístico aos dados recolhidos pôde-se concluir que as 
células da estirpe mutante asc1Δ não apresentam variações significativas de tamanho 
relativamente às células controlo wt.  
Nas células scs7∆ controlo a constante de permeabilidade ao H2O2 é bastante 
superior à observada nas células wt (p<0,001). Esta diferença tão acentuada na 
constante de permeabilidade por parte da estirpe scs7∆, deve ser merecedora de uma 
análise cuidada, uma vez que a equação matemática que está na base da 
determinação destes consumos, é bastante sensível a variações de kcélulas intactas , 
especialmente para valores superiores a 0,02 min-1 A600
-1
 (Fig.16). A determinação das 
constantes de consumo com recurso ao eléctrodo de oxigénio envolve várias variáveis, 
sendo normalmente um parâmetro com algum erro associado, exigindo portanto um 
número de experiências considerável para reduzir esse mesmo erro. Desta forma,  
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para valores de kcélulas intactas superiores a 0,02 min
-1 A600
-1
  pequenas variações no valor 
de kcélulas intactas vão-se repercutir em diferenças de constantes de permeabilidade algo 
elevadas, sendo necessária uma análise cuidadosa do parâmetro em causa. 
            
Fig.16- Variação de kperm em função da razão kcélulas intactas /(1- kcélulas intactas / kcatabolismo ) usada na 
equação matemática utilizada na determinação de kperm .As unidades são (min
-1 A600
-1)  
Esta permeabilidade acrescida das células scs7∆ ao H2O2 e o menor gradiente 
deveriam reflectir-se ao nível dos testes de sobrevivência, sendo de esperar nestas 
células uma maior sensibilidade a concentrações crescentes de H2O2. No entanto, 
como observado na Fig 13, a estirpe scs7∆ apresenta uma menor sensibilidade ao 
agente oxidante em causa, comparativamente às células controlo, o que sugere que 
outros factores estarão envolvidos nesta menor sensibilidade ao H2O2.  
Perante uma situação de células pré-tratadas com 150 µM de H2O2 durante 15 
min (estado estacionário) e a sua consequente adaptação ao H2O2, várias alterações 
surgiram como esperado. Tal como nas células controlo, nas células adaptadas ao H2O2 
observou-se para todas as estirpes um claro aumento da constante de consumo de 
H2O2 (actividade do catalase) em células permeabilizadas relativamente a células 
intactas (Quadro 8). No entanto, esta diferença na constante de consumo do H2O2 
entre células intactas e permeabilizadas é muito mais pronunciada numa situação de 
adaptação, sendo que em células adaptadas a permeabilização levou a que a 
constante de consumo de H2O2 tenha duplicado para as células wt e scs7∆ e triplicado 
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no caso das células asc1∆. Este aumento reflecte-se no estabelecimento de um maior 
gradiente de H2O2 através da membrana plasmática, o qual nestas condições 
experimentais resulta apenas do aumento da actividade do catalase. Para além disso, o 
facto da constante de permeabilidade das células asc1∆ e scs7∆ diminuir 
significativamente perante condições de adaptação, também reforça o estabelecer de 
um gradiente maior. Esta diminuição da permeabilidade da membrana e o aumento da 
actividade do catalase observado para as estirpes asc1∆ e scs7∆ estão de acordo com 
os resultados previamente obtidos para a estirpe wt (Branco et al., 2004) , estando na 
base de uma maior resistência destas células a concentrações de H2O2 letais. Estas 
alterações na permeabilidade da sua membrana, registadas após 15 min de adaptação 
ao H2O2 demonstram a rapidez com que as células respondem a situações de stress. 
Tal como em condições controlo, as células scs7∆ adaptadas ao H2O2 
apresentam uma maior permeabilidade ao H2O2 relativamente à estirpe wt e, 
consequentemente, um gradiente de H2O2 menor. O valor para a constante de 
permeabilidade obtido para as células scs7∆ adaptadas é próximo do obtido para as 
células wt controlo, o que favorece a ideia que, apesar das incertezas nas 
determinações da constante de permeabilidade ao H2O2 nas células scs7∆, controlo 
estas células serão mais permeáveis que as células wt controlo. 
Globalmente, apenas a estirpe scs7∆ apresenta diferenças significativas em 
relação ao controlo para ambas as condições testadas, apresentando um padrão de 
maior pemeabilidade ao H2O2, já a estirpe asc1∆ tem um comportamento similar às 
células wt. 
Determinação da actividade do citocromo c peroxidase nas estirpes 
scs7∆. e asc1∆ 
 
 Sendo os principais enzimas catabolisadores de H2O2 em S. cerevisiae o catalase 
e o citocromo c peroxidase, foi igualmente determinada a actividade enzimática do 
citocromo c peroxidase, procurando inferir possíveis ligações entre os seus níveis de 
actividade e as sensibilidades ao H2O2 observadas anteriormente. Os resultados 
obtidos encontram-se representados na Fig. 17. 
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Fig. 17- Actividade do citocromo c peroxidase (Ccp1p) em células controlo e adaptadas das 
estirpes wt, asc1∆ e scs7∆ . Barras cinzentas, células controlo; barras pretas células adaptadas 
com 150 µM de H2O2 .Os resultados apresentados correspondem a médias ± SD de pelo 
menos 3 experiências independentes. * p<0,05 (vs wt controlo), **p=0,005 (vs wt controlo), # 
p<0,001(vs wt adaptada) e $p<0,001 (vs células não adaptadas de cada caso individual) 
 Comparando as células controlo das 3 estirpes observa-se que ambas as 
estirpes mutantes asc1∆ e scs7∆ possuem actividades de citocromo c peroxidase 
superiores à estirpe wt (cerca de 10% e 13%, respectivamente). Como já havia sido 
observado (Izawa et al., 1996b;Branco, Marinho, Cyrne, and Antunes, 2004), a 
actividade do citocromo c peroxidase aumentou cerca de 2 vezes durante a adaptação 
para a estirpe wt. O mesmo aconteceu para as estirpes asc1∆ e scs7∆ contribuindo 
desta forma para uma remoção mais rápida do H2O2 intracelular. Ao invés de uma 
primeira situação, de não adaptação, em que as diferenças observadas ao nível da 
actividade do citocromo c peroxidase entre estirpes eram reduzidas, a situação de 
adaptação ao H2O2 levou a um acentuar dessas mesmas diferenças existentes entre 
estirpes mutantes e a estirpe wt. Para além do catalase e citocromo c peroxidase que 
são os principais responsáveis pela catálise da redução do H2O2, existem outros 
peroxidases em levedura (TPx e PHGPx) que exibem actividades baixas, dificultando 
assim a sua medição experimental.  
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Efeito da adaptação ao H2O2 nos microdomínios da membrana 
plasmática de levedura 
 
Trabalhos experimentais anteriores sugeriram um papel de relevo destas 
jangadas membranares na resistência da estirpe de S. cerevisiae mutada ao nível do 
gene codificante para a subunidade β do sintase de ácidos gordos (fas1∆) ao H2O2 
(Matias et al., 2007). Estas observações deram forma à hipótese de que a adaptação 
ao H2O2 induziria uma reorganização das jangadas membranares, a qual foi reforçada 
ao serem analisados os esteróis da membrana plasmática com filipina. A análise dos 
mesmos demonstrou um aumento da heterogeneidade dos domínios membranares 
ricos em esteróis em células adaptadas, indicando assim uma possível reorganização 
celular destes microdomínios (Pedroso et al., 2009). 
Os microdomínios membranares apresentam localizações espaciais diversas e a 
sua constituição única faz com que estas estruturas estejam associadas a diversos 
papéis de elevada importância como organização da membrana plasmática, sinalização 
celular, polaridade entre outras. As características estruturais destes domínios 
resultam numa diminuição da fluidez comparativamente ao espaço da membrana 
circundante (Bagnat et al., 2000;Pike, 2003). Como é sabido, muitas proteínas só 
demonstram funcionalidade quando associadas a jangadas membranares, estando a 
sua distribuição em grande parte dependente da distribuição dos lípidos constituintes 
destes microdomínios. Para este trabalho foram tidas como alvo de estudo as 
proteínas Can1p e Pma1p, proteínas transportadoras específicas dos microdomínios 
MCC e MCP respectivamente (Grossmann et al., 2007). Para tal, procedeu-se à 
construção de estirpes wt e scs7∆ transformadas com Can1p-GFP e Pma1p-RFP, com 
recurso aos plasmídeos recombinantes de interesse, Ylp211-CAN1-GFP e Ylp128-
PMA1-RFP. Uma vez que os seus microdomínios não são sobreponíveis é possível 
inferir a heterogeneidade destes domínios ao nível membrana plasmática (Malinska et 
al., 2003). Não se fez este estudo nas células da estirpe asc1∆ por não se terem 
observado diferenças significativas na constante de permeabilidade da membrana 
quando comparadas com as células wt (Quadro 8). No decorrer do trabalho 
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experimental, por falta de tempo apenas foram feitos estudos de microscopia com as 
estirpes transformadas com a proteína Can1p-GFP. 
  
Análise dos níveis de Can1p-GFP  nas estirpes transformadas 
 
Com o objectivo de quantificar a proteína de fusão, Can1p-GFP, extractos 
proteicos da membrana plasmática foram analisados em géis SDS-PAGE. Recorrendo a 
um anticorpo específico anti-GFP (1:1000) da Invitrogen foi feita uma tentativa de 
identificação por Western Blot da proteína Can1-GFP. Uma vez que com este anticorpo 
não se obteve qualquer resultado (resultados não apresentados) a experiência foi 
repetida utilizando um anticorpo Anti-GFP fornecido pela Roche. Inicialmente a 
solubilização do complexo não foi tida em conta, tendo-se usado extractos proteicos 
obtidos a partir da fracção não purificada da membrana plasmática de levedura, 
separados num gel de acrilamida 8% (m/v)(Fig.18). 
             
Fig.18 – Análise da proteína Can1p-GFP em extractos de membrana por Western Blot. Aos 
poços foram aplicadas concentrações de 100 µg e 50 µg de proteína.Extractos proteicos de 
membrana de levedura de experiências independentes foram analisados. 1- wt 1 ;2 – scs7∆_1; 
3 – wt 2; 4 - scs7∆_2. O anti-corpo usado foi anti-GFP (1:1000) da Invitrogen. 
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 O tamanho da proteína de fusão Can1p-GFP é de cerca de 93 kDa. No entanto, 
como se pode observar pela análise das amostras em gel, apesar de o sinal ser 
detectável, não se conseguiu visualizar uma banda correspondente a essa massa 
molecular, observando-se apenas sinal para massas moleculares muito superiores a 97 
kDa. Na base destes resultados, estará provavelmente subjacente o facto de as 
jangadas lipídicas estarem associadas a membranas resistentes a detergentes, pelo 
que a sua solubilização com Triton X-100, torna-se um passo crucial para poder 
identificar a Can1p-GFP através de Western Blot. Utilizando o mesmo método de 
extracção de proteínas membranares, incluiu-se um passo de solubilização, tendo sido 
elaborado um desenho experimental com várias condições para aprimorar a técnica e 
detecção desta proteína. Foram preparadas 5 amostras: as 2 primeiras amostras (50 
μg não foram sujeitas a solubilização, sendo apenas analisado o sedimento e o 
sobrenadante obtidos após centrifugação a 14 000 rpm na centrífuga Eppendorf 
refrigerada durante 30 min e devidamente ressuspendidos em tampão da amostra. As 
duas amostras seguintes correspondem a 50 µg de proteínas previamente 
solubilizadas com Triton X-100 0,8% (v/v) durante 30 min à temperatura ambiente, 
sendo posteriormente centrifugada como descrito acima, seguindo-se a análise do 
sedimento e sobrenadante ressuspendidos em sample buffer. A amostra 5 contém o 
passo de solubilização com Triton X-100 a 0,8% (v/v) mas não é centrifugada sendo 
imediatamente aplicada em gel. Por fim as amostras assim preparadas foram 
separadas por electroforese em gel de acrilamida 8% (m/v) na presença de SDS (SDS-
PAGE), sendo posteriormente analisadas por Western blot (Fig.19). 
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Fig.19 – Efeito da solubilização dos microdomínios MCC com Triton X-100 na análise da 
proteína Can1p-GFP em extractos de membrana por Western Blot. A análise das proteínas foi 
feita em gel de acrilamida 8% (m/v). Aos poços foram aplicadas concentrações de 50 µg de 
proteína sob várias condições experimentais. M- marcadores; 1- sedimento sem Triton X-100; 
2- sobrenadante sem Triton X 100; 3- sedimento após tratamento com Triton X-100; 4-
sobrenadante após tratamento com Triton X-100; 5- Extracto total após tratamento com Triton 
X-100 não centrifugado. Usou-se o anticorpo Anti-GFP da Roche numa diluição 1:1000. 
 
Como se pode ver na Fig. 19 o sedimento não foi completamente solubilizado 
pela acção da solução de tampão da amostra, obtendo-se uma banda na massa 
molecular correspondente à Can1p-GFP (93 kDa) e outra banda a uma massa 
molecular muito mais elevada (Fig. 19, faixa 1). Após tratamento com Triton X-100 
seria de esperar a obtenção de uma banda na fracção do sobrenadante (Faixa 4). No 
entanto, tal não aconteceu, indicando que o Triton X-100 nestas condições 
experimentais não está favorecer a solubilização da proteína Can1p-GFP. A acção do 
detergente Triton X-00 por si só não foi suficiente para solubilizar os 50 µg de proteína 
(amostra 5). 
Tendo ainda por objectivo quantificar a proteína de fusão Can1p-GFP, 
procurou-se determinar a intensidade de fluorescência das células com recurso à 
fluorímetria. Utilizando como controlo células não transformadas das estirpes 
respectivas em estudo, não foi possível quantificar a proteína de fusão, uma vez que o 
sinal obtido para as células transformadas era demasiado diminuto, não sendo 
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distinguível do ruído nem do próprio controlo. Outras abordagens experimentais serão 
necessárias com vista à quantificação dos níveis de Can1p-GFP nestas células. 
 
Análise do efeito do H2O2 na heterogeneidade dos microdomínios membranares em 
leveduras por microscopia de fluorescência 
 
Utilizando microscopia confocal foi feita a visualização da distribuição da proteína 
Can1p-GFP em células wt e scs7∆ controlo e ao longo de diversos tempos de 
adaptação (15, 30 e 45 min) ao H2O2. A marcação da membrana plasmática obtida via 
Can1p-GFP não apresentou uma distribuição homogénea, sendo assim possível 
distinguir de forma clara os microdomínios MCC onde a Can1p-GFP se localiza (Fig. 20). 
Como se pode ver na Fig. 20, parece haver uma maior heterogeneidade da marcação 
pela Can1p-GFP na membrana das células tratadas com H2O2 do que nas células 
controlo, quer para células wt quer para células scs7∆.  
 
 
 
 
 
      
     
Fig.20 – Microscopia de fluorescência da Can1p
adaptadas ao H2O2. São apresentadas imagens representativas. 
células wt adaptadas (45 min) (C) célula
 
De modo a quantificar as alterações induzidas pela adaptação ao 
distribuição da Can1p-GFP na membrana plasmática 
imagem Image-Pro Plus, 
fluorescência da membrana plasmática das células de S.
condições em estudo (Fig.21 e 22)
-GFP em células de S.cerevisiae 
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e com recurso ao 
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Fig.21– Histogramas representativos dos perfis de heterogeneidade dos microdomínios 
membranares marcados pela Can1p
ao H2O2. A azul estão representadas as células controlo e a vermelho as células adaptadas. 
Adaptadas 15 min; B- Adaptadas 30 min; C
obtido através da quantificação da fluorescência de cada célula individualmente, com n > 60. 
** p<0,001 vs controlo 
 
 Analisando os perfis de heterogeneidade do
estudo nas células da estirpe 
células controlo e células adaptadas 
heterogeneidade nas células adaptadas.
tempo de adaptação ao H
significativas em relação a células controlo, sendo a distribuição dos microdomínios 
similar.  
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 Os dados apresentados nestes gráficos são representativos d
experimental, não podendo ser comparados entre si, os valores absolutos obtidos em 
experiências de dias distintos. Estas diferenças nos valores absolutos têm por base não 
só a própria variação de um sistema vivo, como o aparelho em si usado.
para todas as experiências realizadas as mesma
foram mantidas intactas. 
 
                                   
Fig-22–  Histogramas representativos dos perfis de heterogeneidade dos microdomínios 
membranares marcados pela Can1p
adaptadas ao H2O2. A azul estão representadas as células controlo e a vermelho as células 
adaptadas. A – Adaptadas 15 min; B
heterogeneidade foi obtido através da quantificação da fluorescência de cada célula 
individualmente, com n > 60.* p <0,05 ** p<0,001 vs controlo 
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 Através da análise dos perfis de heterogeneidade de microdomínios 
membranares da estirpe mutante scs7∆, foi possível mais uma vez ver alterações 
significativas dos mesmos entre células controlo e células adaptadas ao H2O2. Nesta 
estirpe, para todos os tempos de adaptação em foco observou-se um aumento na 
heterogeneidade dos seus microdomínios relativamente a células controlo. De 
destacar ainda o facto de para tempos de adaptação curtos (15 min) já é possível 
observar um aumento de heterogeneidade dos microdomínios membranares na 
estirpe scs7∆, situação essa que não ocorre a este tempo de adaptação em células wt. 
Estas observações vêem assim corroborar a ideia de reorganização dos 
microdomínios membranares subjacente à adaptação celular ao H2O2, ideia esta já 
sustentada por estudos prévios em que foi analisado o perfil de heterogeneidade dos 
domínios ricos em esteróis da membrana plasmática aos 90 min de adaptação com 
recurso a filipina (Pedroso et al., 2009) . 
 
 
Estudo de anisotropia de fluorescência com ácido trans-parinárico (t-PnA) 
 
 Com recurso a uma sonda fluorescente, o ácido trans-parinárico (t-PnA), 
determinou-se um parâmetro biofísico denominado de anisotropia de fluorescência, o 
qual permite identificar alterações de fluidez na membrana plasmática (Folmer et al., 
2008). O t-PnA insere-se na bicamada lipídica paralelamente às cadeias de fosfolípidos 
e esfingolípidos, isto é, nas zonas mais ordenadas da membrana plasmática, servindo 
como bom indicador do aumento da ordem da membrana. Deste modo, a 
fluorescência emitida pelo t-PnA provêm essencialmente dos domínios ordenados, 
como domínios gel ricos em esfingolípidos (Castro et al., 2007), sendo alterações da 
mesma dependentes da constituição e quantidade de esteróis e esfingolípidos nestes 
microdomínios rígidos. As medidas de anisotropia foram realizadas para temperaturas 
de 18°C e 30°C, uma vez que a temperatura é um parâmetro relevante na variação da 
fluidez da membrana plasmática e a consequente organização da mesma. Foram então 
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estudadas alterações de fluidez da membrana plasmática de S.cerevisiae em células 
controlo e células adaptadas ao H2O2 (150 µM) ao longo de 15 min (fig. 23). 
                       
Fig.23- O número de domínios ordenados da membrana plasmática das células scs7∆ 
aumenta durante a adaptação ao H2O2. Anisotropias de fluorescência da membrana 
plasmática de S. cerevisiae, para temperaturas distintas com recurso à sonda t-PnA que se 
incorpora preferencialmente em microdomínios ordenados. Células wt (barras azuis) e células 
scs7∆ (barras vermelhas). A- 18ºC ; B- 30 ºC .# P<0,05 vs wt controlo; *P<0,05 versus scs7∆ 
controlo; $ P<0,001 versus wt adaptada. Os resultados são médias ± SD de 3 experiências 
independentes. 
 
 Analisando os resultados obtidos de anisotropia de fluorescência (Fig.23), 
observa-se a estirpe wt não apresenta diferenças significativas nos valores de 
anisotropia obtidos para células controlo e células adaptadas para ambas as 
temperaturas estudadas. Este resultado foi um pouco surpreendente uma vez que em 
estudos anteriores (Pedroso et al., 2009) tinha sido demonstrada a existência de um 
maior rendimento quântico no espectro de emissão do t-PnA em células wt adaptadas 
ao H2O2 durante 15 min. No entanto, é de notar que em estudos sobre a adaptação ao 
*,$ 
$ 
# 
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H2O2 da estirpe wt usando medidas de anisotropia de fluorescência com outras sondas 
fluorescentes, também não foi possível demonstrar a existência de alterações de 
anisotropia aos 15 min de adaptação (Folmer et al., 2008). Já para a estirpe mutante 
scs7Δ observa-se um aumento de anisotropia (aos 18°C), indicativo de uma maior 
ordenação dos microdomínios na membrana plasmática. Estes dados corroboram, os 
dados obtidos ao nível da microscopia (Fig.20, 21 e 22) nos quais apenas a estirpe 
scs7∆ apresenta diferenças na heterogeneidade dos microdomínios membranares aos 
15 min de adaptação ao H2O2. Desta forma, é consolidada a ideia de que nestas 
condições de adaptação ao H2O2, já é observável uma reorganização dos 
microdomínios membranares nas células scs7Δ. Aos 30ºC observam-se diferenças 
significativas entre a estirpe mutante scs7∆ controlo e a estirpe wt controlo, indicando 
que a estirpe mutante scs7∆ terá já de base um maior número de microdomínios na 
sua membrana plasmática. Ainda a referir o facto de células adaptadas da estirpe 
scs7Δ apresentarem valores de anisotropia superiores a células wt adaptadas para 
ambas as temperaturas testadas, o que poderá indicar que a adaptação ao H2O2 induz 
maior aumento de microdomínios na membrana plasmática das células scs7Δ do que 
nas células wt.  
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Discussão de Resultados 
 
A membrana plasmática protege as células contra um ambiente 
potencialmente hostil e simultaneamente permite uma troca eficiente de metabolitos 
e moléculas sinalizadoras. Portanto, as membranas plasmáticas das células eucariotas 
adaptam continuamente a sua composição a diferentes condições, sendo 
continuamente remodeladas por endocitose e exocitose. Para estes processos 
ocorrerem eficientemente, a membrana plasmática é altamente organizada e dividida 
lateralmente em microdomínios de diferentes composições e funções. As jangadas 
lipídicas são um desses microdomínios estando enriquecidas em esteróis, 
esfingolípidos e proteínas específicas. Estudos recentes demonstraram, um papel 
activo da membrana plasmática em resposta a situações de stress oxidativo induzido 
pelo H2O2. Com efeito, em Saccharomyces cerevisiae a adaptação ao H2O2 conduz a 
uma diminuição de permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 (Branco et al., 
2004). Em conjunto com o aumento da actividade dos enzimas catalisadores da 
remoção de H2O2 (Branco et al., 2004) esta diminuição da permeabilidade da 
membrana leva a um aumento do gradiente de H2O2 através da membrana e a uma 
concentração intracelular de H2O2 mais baixa nas células adaptadas. Durante a 
adaptação, também foi observada uma diminuição da fluidez da membranas das 
células de S. cerevisiae (Folmer et al., 2008) demonstrando assim a ocorrência de 
alterações das propriedades biofísicas da membrana plasmática durante a adaptação 
ao H2O2. Mais ainda, observou-se igualmente que este fenómeno de alteração das 
propriedades da membrana plasmática ocorria rapidamente durante a adaptação.  
O papel da membrana plasmática na resposta adaptativa das células ao H2O2 
tornou-se alvo de estudo, principalmente na procura das alterações que estariam na 
base da diminuição da permeabilidade e fluidez observadas perante adaptação. 
Abordagens experimentais visando estudar vias regulatórias, nomeadamente ao nível 
de possíveis alterações da expressão génica, indicaram que o fenómeno era complexo 
uma vez que a adaptação ao H2O2 pelas células de levedura S.cerevisiae implica a 
alteração da expressão de centenas de genes (Pedroso, 2008). O isolamento da 
membrana plasmática de S.cerevisiae foi então crucial para obtenção de informação 
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mais completa acerca dos vários componentes lípidicos da membrana plasmática mas 
também dos componentes proteícos, permitindo assim obter uma imagem mais clara 
dos acontecimentos biológicos decorrentes na membrana plasmática durante a 
adaptação ao H2O2. No entanto, a análise dos lípidos da membrana durante a 
adaptação ao H2O2 demonstrou que há diversas alterações na composição da 
membrana que poderão contribuir para as alterações da permeabilidade (Pedroso et 
al., 2009). Através da análise do proteoma da membrana plasmática durante a 
adaptação também se demonstrou alterações dos níveis de um número elevado de 
proteínas (Pedroso, 2008). Portanto, não é ainda claro quais os principais factores que 
contribuem para as alterações da permeabilidade da membrana durante a adaptação, 
embora tenha sido levantada a hipótese de um aumento do número de jangadas 
lipídicas, que sendo mais rígidas são menos permeáveis, ser responsável pela 
diminuição global de permeabilidade da membrana (Pedroso et al., 2009). Os 
resultados obtidos por Pedroso et al (2009) usando filipina, a qual se liga a domínios 
ricos em esteróis (MCC), nos quais que a adaptação ao H2O2 leva a um aumento da 
heterogeneidade destes microdomínios assim como a um aumento dos microdomínios 
ordenados favoreciam esta hipótese. Neste trabalho, confirmou-se através do uso da 
proteína de fusão Can1p-GFP, que tal como a filipina também marca os microdomínios 
MCC, que a adaptação ao H2O2 nas células wt leva a um aumento de heterogeneidade 
destes microdomínios que é observável logo aos 30 min de adaptação. 
Os níveis da proteína Asc1p ortóloga da proteína RACK1 de mamífero, 
encontram-se induzidos cerca de duas vezes aos 30 min e 90 min de adaptação ao 
H2O2 (Pedroso, 2008). Assumindo-se que esta proteína tem um papel importante na 
resistência ao H2O2 de células adaptadas seria de esperar que células asc1∆ fossem 
menos resistentes ao H2O2. Apesar de isso acontecer para concentrações de H2O2 
inferiores a 200 µM o mesmo não acontece para maiores concentrações de H2O2. Não 
é muito claro dos estudos efectuados neste trabalho porque é que há este 
comportamento bifásico das células asc1∆ na presença de H2O2. As células asc1∆ 
possuem uma membrana plasmática com uma permeabilidade ao H2O2 idêntica à das 
células wt, e actividade de catalase com níveis idênticos aos das células wt. A maior 
actividade de citocromo c peroxidase pode contribuir em parte para a maior 
resistência destas células para concentrações elevadas de H2O2. Por outro lado, foi 
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demonstrado que as células asc1∆ têm uma maior sensibilidade a fármacos que 
afectam a parede celular como o Calcofluor White e, portanto, que este gene é 
necessário para a integridade da parede celular (Valerius et al., 2007). Esta menor 
integridade da parede poderá ser um factor importante na maior sensibilidade destas 
células para concentrações baixas de H2O2. O facto das células asc1∆ serem capazes de 
se adaptar ao H2O2, e de durante esta adaptação haver uma diminuição da 
permeabilidade da membrana plasmática ao H2O2 para valores semelhantes aos 
observados nas células wt, indica que a proteína Asc1p não é essencial para que essas 
alterações de permeabilidade da membrana aconteçam. A proteína Asc1p funciona 
como subunidade β das proteínas heterotriméricas G (proteínas que se ligam a 
nucleótidos de guanina) ligando-se à subunidade Gα Gpa2p e inibindo a actividade de 
troca de nucleótidos de guanina. Actua igualmente como inibidor do adenil ciclase 
(Cyr1p) levando à diminuição da formação de cAMP (Zeller et al., 2007). Assim, 
provavelmente, o aumento dos níveis de Asc1p durante a adaptação ao H2O2 (Pedroso, 
2008) terá como função modular vias de sinalização celular dependentes destes 
compostos, mas que não estão envolvidas nas alterações de permeabilidade da 
membrana.  
 
A análise dos lípidos da membrana plasmática de S.cerevisiae revelou várias 
alterações perante a adaptação ao H2O2, como é o caso da diminuição dos níveis do 
ácido 2-hidroxi-hexacosanoico (2-OH-C26:0), que se encontra exclusivamente presente 
em ceramidas (Pedroso et al., 2009). Este facto, levou à suspeita de que a actividade 
do enzima esfíngolípido α-hidroxilase (Scs7p), responsável pela catálise da hidroxilação  
de ácidos gordos de cadeia muito longa ligados a esfíngolípidos, estivesse diminuída, e 
que a hidroxilação dos ácidos gordos de cadeia muito longa das ceramidas e 
esfingolípidos tivesse um papel importante nas alterações de permeabilidade da 
membrana plasmática. Estudos biofísicos usando modelos membranares sugerem que 
a presença dos grupos α-hidroxilo nos ácidos gordos dos esfingolípidos influencia 
significativamente o comportamento de fases das membranas (Shah et al., 1995). 
Demonstrou-se igualmente que a presença do grupo α-hidroxilo permite a formação 
de ligações de hidrogénio intermoleculares com os esfingolípidos ou outras moléculas 
adjacentes o que resulta num aumento do empacotamento destes compostos (Menikh 
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et al., 1997) e num aumento da estabilidade das membranas através do aumento das 
interacções laterais de lípidos e/ou proteínas. Não se conhece um papel funcional para 
a α-hidroxilação de esfingolípidos, embora em células de mamífero se tenha 
demonstrado que a α-hidroxilação pode afectar a ligação de esfingolípidos a 
anticorpos ou toxinas (Nakakuma et al., 1989;Binnington et al., 2002). Estes resultados, 
assim como o facto dos esfingolípidos serem constituintes importantes dos 
microdomínios membranares, levaram à sugestão que a α-hidroxilação pode afectar 
quer a formação de jangadas lipídicas quer a sua função (Hama et al., 2000;Eckhardt et 
al., 2005). De acordo com esta hipótese está o facto de na membrana plasmática de 
células adaptadas ao H2O2 se ter observado simultaneamente uma diminuição dos 
níveis de 2-OH-C26:0 e um aumento da heterogeneidade dos microdomínios ricos em 
esteróis (MCC), e um aumento dos domínios ordenados na membrana plasmática de 
células adaptadas (Pedroso et al., 2009). 
A membrana das células scs7∆ parece ser mais permeável ao H2O2, uma vez 
que após adaptação ao H2O2 a permeabilidade é idêntica à observada nas células wt 
controlo (Quadro 8). Isto indica que a ausência de esfingolípidos com ácidos α-
hidroxilados torna a membrana plasmática mais permeável o que é um efeito 
contrário ao observado durante a adaptação ao H2O2 . Portanto, a diminuição da α-
hidroxilação durante a adaptação ao H2O2 não terá como função directa a alteração de 
permeabilidade. Esta maior permeabilidade das células scs7∆, poderá estar associada 
com a ausência da α-hidroxilação, uma vez que esta é importante para o aumento da 
rigidez de agregados lipídicos intercelulares, levando ao estabelecimento por parte da 
pele de uma barreira eficiente à água em ratinhos (Eckhardt et al., 2005). A diminuição 
de esfingolípidos α-hidroxilados está correlacionada com a perda funcional por parte 
da pele de estabelecer essa mesma barreira (Eckhardt et al., 2005). Os resultados 
obtidos com a proteína de fusão Can1p-GFP indicam que nas células scs7∆ a 
reorganização dos microdomínios da membrana plasmática induzida pelo H2O2 ocorre 
mais cedo e é mais marcante do que nas células wt. Estes resultados estão, portanto, 
igualmente de acordo com um papel importante da α-hidroxilação na organização dos 
microdomínios da membrana plasmática. Corroborando esta reorganização dos 
microdomínios da membrana plasmática aos 15 min de adaptação ao H2O2 observada 
nas células scs7∆, estão os maiores valores de anisotropia de fluorescência do t-PnA 
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observados para esta estirpe comparativamente à estirpe wt, indicativos de uma maior 
ordenação dos microdomínios.  
Apesar de mais permeáveis ao H2O2, comparativamente à estirpe controlo, as 
células intactas scs7∆ apresentam maior resistência H2O2, facto que não é por si só 
justificável pela maior actividade do citocromo c peroxidase nesta estirpe. Na base 
desta maior sobrevivência ao H2O2 das células scs7∆, para além de outras proteínas 
envolvidas na resposta ao stress, poderão estar envolvidos mecanismos de 
manutenção da homeostase celular e reparação de DNA mais eficazes, garantindo uma 
atenuação dos danos causados pelo stress oxidativo. No entanto, não é muito claro 
através da análise do transcriptoma da estirpe scs7∆ (Guan et al., 2009a) quais os 
genes individuais responsáveis por esta diferença de resistência ao H2O2 
comparativamente à estirpe wt. 
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Perspectivas  
 
 No seguimento dos resultados obtidos neste trabalho experimental, algumas 
abordagens experimentais visando a complementação do que até hoje se conhece 
acerca do modelo de resposta adaptativa ao H2O2 são necessárias. A nível da proteína 
Asc1p, estando envolvida na repressão da tradução, uma abordagem experimental  
visando as alterações a nível da expressão génica para a gama de concentrações de 
H2O2 onde revelou ser menos resistente seria interessante, por forma a compreender 
que alterações estarão na base do seu comportamento bifásico em relação à sua 
sensibilidade ao H2O2 . Desta forma poder-se-ia eventualmente inferir quais os agentes 
na resposta celular ao nível da transdução de sinal durante a resposta adaptativa ao 
H2O2. O estudo de microdomínios, através do isolamento dos mesmos, seria uma 
abordagem experimental relevante, não só visando as alterações lipídicas que ocorrem 
durante o processo adaptativo como também identificar quais as proteínas específicas 
destas estruturas. O esclarecimento deste ponto experimental poderá ser de enorme 
relevância na compreensão da resposta adaptativa ao H2O2 dada a hipótese destas 
estruturas serem essenciais para a alteração da permeabilidade durante o processo 
adaptativo. A monitorização da proteína de fusão Pma1p-RFP nas estirpes wt e scs7∆, 
em células controlo e adaptadas ao H2O2, procurando visualizar as alterações na 
heterogeneidade ao nível de microdomínios ricos em esfingolípidos (MCP) e que por 
falta de tempo não foi efectuada neste trabalho, parece ser igualmente importante 
para uma melhor compreensão das alterações induzidas pelo H2O2 nos microdomínios 
da membrana plasmática. 
Em suma, estes aspectos devem ser fruto de análise, por forma a percepcionar 
qual ou quais os componentes responsáveis pela alteração de permeabilidade/fluidez 
da membrana plasmática, sendo esse o objectivo prioritário da investigação. 
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